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Listado de abrevituras

e (DY) Adormilado

o (EEB) Encefalopatia espongiforme bovina

o (EET) Encefalopatias Espongiformes Transmisibles
o (ECJ) Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob

e (ETV) Encefalopatia transmisible del vison
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e (p.i.) Periodo de incubacion

e (pK) Proteinasa K
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e (recPrP) PrP recombinante altamente purificada

¢ (eECJ) Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob esporadica
¢ (SNC) Sistema nervioso central

e (Val) valina

e (VECJ) Creutzfeld-Jakob




Resumen

Los priones son particulas infecciosas protéicas (PrPS°) cuya estrucutra primaria es
idéntica a la proteina prion celular pero con plegamientos aberrantes. Causan
enfermedades neurodegenerativas fatales en humanos y numerosas especies
animales que se denominan Encefalopatias Espongiformes Transmisibles (EET). No
se ha descrito la presencia de material genético asociado a la PrPs¢, considerado
hasta el momento el agente causal, sin embargo se han identificado un gran nimero
de cepas prionicas con caracteristicas especificas (periodo de incubacion, pefrfil
biogquimico de PrPS¢, patrén neuropatolégico...) que se mantienen invariables tras
varios pases del in6culo en huéspedes genéticamente idénticos, lo que permite su
distincién. Los parametros que regulan la variabilidad de las cepas continuan siendo
objetivo de estudio en la actualidad. Es conocido que intervienen factores
dependientes del propio agente infeccioso, principalmente la estructura conformacional
de la PrPs¢ y dependientes del huésped, principalmente el gen PRNP que codifica la
proteina prion. Igualmente, el mecanismo a partir del cual la PrPS¢ adquiere su
conformacion infecciosa todavia no esta establecido, recientes estudios sugieren que
moléculas del huésped como ARN y fosfatidiletanolamina podrian actuar como
cofactores replicativos. Los objetivos de esta revision bibliogréfica son recopilar los
principales avances cientificos relacionados con las cepas pridnicas a lo largo de la
historia, principalmente los que se centran en su caracterizacién y en descifrar los
componentes moleculares que determinan la infecciosidad de esta proteina y su

mecanismo replicativo.

Palabras clave: Prions, prion strains, protein misfolding, Scrapie, transmisible
spongiform encephalopathies (TSES)




Abastract

Prions are proteinic infectious particles (PrPs°) whose primary structure is identical to
the cellular prion protein but with aberrant folds. They cause fatal neurodegenerative
diseases in humans and numerous animal species that are called Transmissible
Spongiform Encephalopathies (TSE). The presence of genetic material associated with
PrPS¢ has not been described, until the moment of the causal agent; however a large
number of prion strains with specific characteristics have been identified (incubation
period, biochemical profile of PrPs¢, neuropathological pattern...) that remains
unchanged after several passes of the inoculum in the identical genetic hosts, which
allows its distinction. The parameters that regulate the variability of the strains continue
being the objective of study at present. It is known that the factors dependent on the
host (PRNP gene encoding the prion protein) and those dependent on the infectious
agent itself (the tertiary structure of PrPs°) are involved. Likewise, the mechanism
starting from PrPSc acquires its infectious conformation, it is not yet established, recent
studies that molecules of the RNA and phosphatidylethanolamine type could act as
replicative cofactors. The objectives of this bibliographic review are the main scientific
advances related to the prion strains throughout history, mainly those that focus on
their characterization and on deciphering the molecular components that determine the

infectivity of this protein and its replicative mechanism.

Keywords: Prions, prion strains, protein misfolding, Scrapie, transmisible spongiform
encephalopathies (TSESs)




1. EL PRION Y LAS ENFERMEDADES PRIONICAS

El prion se define como una proteina cuya secuencia aminoacidica es idéntica a la
proteina prién celular, codificada por el hospedador (PrP€), pero que presenta una
conformacion tridimensional anormal que la transforma en un agente infeccioso
(PrPs%)[1].

Las enfermedades pridnicas o Encefalopatias Espongiformes Transmisibles (EETS),
se definen como desordenes neurodegenerativos letales cuyo 6rgano diana es el
sistema nervioso central (SNC) de humanos y diferentes especies animales [2]. Las
EETs se caracterizan por presentar un periodo de incubacién muy prolongado y una
amplia variabilidad en sus presentaciones clinicas y patron neuropatologico [3].

Actualmente no existe cura para estas enfermedades y la evolucion es siempre fatal.

La isoforma patologica del pribn se acumula en el tejido nervioso del individuo
infectado y desencadena un proceso neurodegenerativo en su organismo. En
humanos, las principales manifestaciones clinicas de este proceso pueden clasificarse
en tres grandes grupos: deteterioro cognitivo, alteraciones motoras y sintomas
psiquiatricos. La forma de presentacion mas frecuente se caracteriza por una
demencia progresiva rapida con clinica visual o afectacion cerebelar y mutismo
acinético[4]. El hallazgo anatomopatoldégico mas caracteristico de las EETs es la
espongiosis o vacuolizacion cerebral que afecta tanto al pericarion como al neuropilo
(Fig. 1). La pérdida neuronal es caracteristica y la presencia de placas amiloides

formadas por PrPS¢ completa el cuadro histopatoldgico[5].
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Fig. 1. EET, Espongiosis en el neuropilo e intraneuronal. Hematoxilina y Eosina[6].




1.1 Hipo6tesis del prion

La naturaleza exacta del agente causal de las EETs aun no se ha aclarado pero la
hipotesis del prién es la mas generalmente aceptada. Su principal postulado es que el
pridn es sélo una proteina y fue propuesto por Prusiner en 1982[7]. Este concepto fue
planteado inicialmente por Griffith en 1967. La hipotesis del prion propone que las
enfermedades pribnicas estan causadas por la acumulacion de una proteina celular
normal (PrP¢) modificada postraduccionalmente. Esta proteina patoldégica denominada
PrPsc es el resultado de un cambio conformacional de la PrP¢ que le confiere

propiedades distintas a la celular[8].

La principal diferencia estructural reside en que la PrPCtiene un 40% de hélice alfa y
apenas un 3% de hoja plegada beta. Sin embargo, la PrPS¢ presenta una estructura
secundaria con predominio de laminas beta. Este cambio conformacional también
supone cambios en las propiedades de la proteina como su solubilidad en detergentes
o la resistencia frente a proteasas. La PrP¢ es soluble en detergentes suaves no
desnaturalizantes y es digerida facilmente por proteasas mientras que la PrPs¢ es
insoluble y s6lo es parcialmente digerida por las proteasas produciendo el fragmento
resistente conocido como PrPS¢ 27-30[9].

La hipotesis del prion termina con el pensamiento hasta entonces admitido de que
todo agente responsable de enfermedad transmisible necesita material genético para
que la enfermedad prevalezca en el huésped. También contradice el dogma de la
biologia de que una secuencia de aminoacidos concreta da lugar a una Unica
estructura terciaria determinada[2]. La aceptacion de la hipétesis del pribn supone la
existencia de dos plegamientos distintos para una Unica secuencia de aminoacidos.
Igualmente llamativo, es que el cambio en el plegamiento de la PrP¢ pueda ser
inducido por la isoforma PrP patoldgica, en el caso de las encefalopatias
espongiformes adquiridas, debido a que sugiere un flujo de informacién de una

proteina a otra a nivel de la estructura terciaria[3].
1.2 _Gen PRNP

La PrP¢ , proteina que consta de 253 aminoacidos en humanos, esta codificada por el
gen PRNP que se encuentra localizado en el brazo corto (p) del cromosoma 20.

(20p13). Se expresa de forma constitutiva en tejido nervioso, mas concretamente en la




sinapsis. También en muchos otros tejidos, como el musculo o el tejido linfoide, si bien

los niveles son mucho mas bajos|[8].

Su secuencia genética estd muy bien conservada ya que se ha identificado en mas de
15 especies de mamiferos, con una homologia del 90%. Estos datos sugieren que la
proteina existia antes de la especializacion de los mamiferos. Los polimorfismos en
este gen pueden aumentar la susceptibiidad de los mamiferos a padecer

enfermedades pridnicas o bien a modificar la expresién fenotipica de las mismas[4].

1.3 Las enfermedades pridnicas en mamiferos

Las EETs que afectan a humanos y animales tienen origen variado ya que pueden ser
hereditarias, infecciosas o esporadicas, siendo este Ultimo origen el mas frecuente en

el caso de las EETs humanas[2](Tabla 1).

Las EETs hereditarias se producen por una mutacién en el gen PRNP, que codifica
una proteina anémala. Es la acumulacién de esta proteina en el sistema nervioso la
gue desencadena el proceso neurodegenerativo en los mamiferos infectados. En
humanos, estas enfermedades son: enfermedad Creutzfeldt Jakob familiar (ECJf), la
enfermedad de Gerstsmann-Straussler-Scheinker (GSS) y el Insomnio Fatal Familiar
(IFF)[10].

Las EETs infecciosas se producen por consumo de alimento infectado con PrPS¢ o
bien por causa yatrogénica como tratamiento con hormonas de crecimiento, trasplante
de médula o bien en intervenciones quirdrgicas con una mala esterilizacion del
material. La primera descripcion de la EETs en humanos, se denominé Kuru y
aparecié en individuos nativos de la tribu Fore en Papla Nueva Guinea a
consecuencia de su préctica ritualista de canibalismo (consumo de cerebros humanos
infectados)[2]. A diferencia de las EETs humanas, la mayoria de las EETs animales
tienen un origen infeccioso, las principales son el Scrapie, la encefalopatia

espongiforme bovina (EEB) y la encefalopatia Ttansmisible del visén (ETV)[11].

El Scrapie o tembladera es una enfermedad conocida desde inicios del siglo XVIII
entre los poseedores de rebafios de ganado ovino y caprino. La patogénesis de la
enfermedad consta de una primera fase de replicacién pridnica en los 6rganos
linfoides y una segunda fase de neuroinvasion. Las manifestaciones clinicas se

presentan en etapas muy avanzadas de la enfermedad, lo que complica las tareas de




control epidemiolégico. Algunas de ellas son ataxia, prurito y postracion, terminando

finalmente con la muerte del animal [12].

En 1987 se describi6 una nueva enfermedad priénica en el ganado bovino
denominada EEB conocida comunmente como “enfermedad de las vacas locas”, que
dié lugar a una epidemia en Reino Unido y que finalmente afect6 a cientos de miles de
animales en toda Europa [12]. Existen evidencias suficientes para afirmar que la
transmisién del prion al ganado bovino se produjo por el consumo de piensos
elaborados con proteina de origen animal, en concreto de ovejas infectadas de
Scrapie [11]. El Scrapie no es una enfermedad transmisible a los humanos debido a

que existe un fuerte fenémeno de barrera de la especie. Sin embargo, si que se

produjo un salto de barrera de la especie entre ovejas y vacas, las cuales
desarrollaron EEB, cuyas manifestaciones clinicas son similares a la del Scrapie ovino
[12]. Por el contrario, la EEB si se transmitié a los humanos y causo la variante de la
enfermedad de Creutzfeld-Jakob (VECJ). En 1996 se detecté un caso de ECJ cuyas
manifestaciones clinicas no coincidian del todo con las tres formas conocidas hasta
aquel momento. Diversas investigaciones a nivel clinico, epidemiolégico y molecular
permitieron llegar a la conclusién de que el agente infeccioso encontrado en estos
pacientes era el mismo que el de las vacas infectadas con EEB. El nimero de casos
de VECJ entre la poblacion fue y continua siendo muy limitado, lo que indica una fuerte

barrera de especie[13].

La ETV es menos frecuente. El primer caso fue descrito en 1960 en Estados Unidos.
No existen evidencias, pero se cree que la transmisién de la enfermedad se produjo
por via oral, al ingerir los visones restos de carne bovina contaminada. Los casos
descritos son esporadicos y tienen lugar en zonas como Canada y Finlandia, donde es

comun la explotacién de estos animales [12].

La mayoria de casos descritos de EET en humanos son de origen indeterminado, y
constituyen el grupo de las EET esporéadicas. La forma esporadica o idiopética de la
Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (eECJ) comprende casi el 85-90% de las
enfermedades pridénicas en humanos, con una incidencia mundial de 1 o0 2 nuevos
casos por millon de habitantes por afio y una distribucion geogréafica amplia[8]. Suele
presentarse alrededor de los 60 afios de edad bajo la forma clasica de un cuadro
demencial rapidamente progresivo asociado a mioclonos y electroencefalograma
periddico[14]. Histol6gicamente existe afectacion difusa de la sustancia gris superficial

y profunda del SNC, con degeneracién espongiforme, astrogliolisis y pérdida




neuronal[3]. La supervivencia suele ser de un afio y no existe un tratamiento realmente

efectivo[14].

Tabla 1 .Encefalopatias Espongiformes Transmisibles en humanos y animales.

EETs HUMANAS

ECJ esporadica (eECJ)
ECJ familiar (fECJ)

ECJ iatrogénica (iECJ)
ECJ variante (VECJ)
Insomnio familiar fatal (IFF)

Enfermedad de Gerstmann Straussler-
Scheinker (GSS)

Kuru
EETs ANIMALES
Scrapie
EEB
ETV

Enfermedad caquectizante crénica de los
ciervos

Encefalopatia Espongiforme Felina

—

Patogenia

Idiopética

Hereditaria

Infeccién por contaminacién de priones (hormona

de crecimiento...)
Infeccion por priones bovinos

Hereditaria

Hereditaria

Infecciéon. Canibalismo ritualista.

Infeccién
Infeccién

Desconocida

Infeccién

Infeccion




2. LAS CEPAS PRIONICAS

El término “cepa” deriva de la terminologia utilizada en virologia ya que inicialmente se
creia que las EETs estaban causadas por virus [2]. En 1938 Cuillé y Chelle fueron
capaces de transmitir el Scrapie de una oveja a otra por inoculacién intraocular a partir
de material proveniente de la médula espinal del animal infectado. La conclusion
extraida por los investigadores a raiz de este éxito experimental fue que el agente
infeccioso causante del Scrapie era un virus. En experimentos posteriores, se
detetectd que las propiedades del Scrapie cambiaban tras transmisiones seriadas en
distintos roedores. Es decir, propiedades como el p.i. 0 el patrén de lesion neurolégico
no permanecian constantes [2]. En el momento en el que fueron llevadas a cabo estas
investigaciones (afios 60 y 70), era bien conocido que una cepa virica era el resultado
de una combinacion entre el genoma virico, el genoma del huésped y de la relacién
entre ambos [2]. Por tanto, esta varabilidad detectada en las distintas transmisiones en
roedores fueron interpretadas por los investigdores como distintas cepas Scrapie. En
consecuencia, la hipotesis que consideraba al agente productor de las EETs como un

virus cobr6é mas fuerza [2].

La primera evidencia de la existencia de cepas priénicas no se observo en roedores
sino en pequefios rumiantes. En 1961, Pattinson y Millson inocularon cabras con un
homogenizado de tejido nervioso procedente de ovejas afectadas por la enfermedad
de Scrapie y observaron que los animales inoculados desarrollaban dos sindromes
clinicos distintos que fueron denominados “nervous”, (después se le denomino
“drowsy”, “dormido”) y “scratching” (rascado), debido al picor presentado por los
animales, notorio por sus intentos de rascado[13] (Fig 2). Estos autores sugirieron que
unas cepas del agente causal del Scrapie producian el fenotipo “nervioso” y otras

cepas el fenotipo “rascado”, haciendo referencia por primera vez al término “cepa”.
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Fig. 2. Esquema representativo de las primeras cepas priénicas que fueron aisladas en cabras tras haber

sido inoculadas con el agente causal del Scrapie en ovejas[2].

Posteriormente, en la década de los 60 se consigui6 transmitir el agente causal del
Scrapie a ratones, observando que tras varios pases se producia una adaptacion del
agente al raton, reduciéndose el p.i. y evidenciando la existencia de la barrera de la
especie [2]. En 1968 Fraser y Dickinson observaron que cuando se infectaban
experimentalmente diferentes lineas de ratones con un mismo inéculo, el periodo de
incubacién, el cuadro clinico y la distribucion de las lesiones en el SNC dependia de la
linea de ratén utilizada, es decir, del genotipo del hospedador. Por lo tanto, se
evidencié que se podia utilizar hospedadores bien definidos genéticamente para
detectar diferencias entre agentes causales del Scrapie o “cepas”[13]. De esta
forma las cepas pridnicas fueron primeramente caracterizadas utilizando Gnicamente
las caracteristicas patogénicas como periodo de incubacién, signos clinicos y perfil

lesional [1].

Los estudios realizados con priones en el modelo murino fueron los primeros en
indicar que las diferentes cepas pridnicas también presentaban diferentes propiedades
bioquimicas [1]. El primer estudio se realiz6 utilizando dos cepas bien caracterizadas
biol6bgicamente aisladas de hamsters inoculados con el agente causal de ETV (Fig 3).
En el primer pase los animales de experimentacién presentaron inicialmente un largo
p.i. que, tras sucesivos pases disminuy6 y quedod estabilizado en 2 grupos de animales
con diferentes signos clinicos: 1) un grupo con un p.i. de 150 dias que presentaba
principalmente aletargamiento; 2) otro grupo con un p.i. mas corto, de 60 dias, que
presentaba hiperactividad. Estas dos cepas se denominaron, en funciéon de los

sindromes clinicos observados, hiper (HY; hiperactivo) y drowsy (DY; adormilado)[16].
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Estudios realizados con la PrPs¢ purificada a partir de encéfalos de animales
infectados con estas cepas demostraron diferencias en la relativa solubilidad en
detergentes, la resistencia la proteinasa K (pK) y la movilidad electroforética tras el
tratamiento con la pK [17]. Las diferencias en la movilidad electroforética de la fraccién
resistente a proteasas de la PrPs¢ se debe a las diferencias en la exposiciéon de los
sitios de escision, que a su vez estd determinado por la estructura conformacional de
la PrPS°[4]. Esta evidencia sugeria que las diferencias entre las cepas pridnicas se

debian a la distinta conformacion de las moléculas de PrPS¢.

Transmissible Mink Encephalopathy ()

450-485 days

209 days
127 days 210 days
72 days 173 days

65 days 168 days .

Signos clinicos Hiper-excitabilidad Letargo
Perfil deposicional de = Mayoritariamente depdsitos Placas amiloides
Prpsc difusos
Movilidad Banda no glicosilada 21 kDa  Banda no glicosilada 19
electroféretica de Prpsc kDa
Resistencia a pK de Altamente resistente Ligeramente reisitente
Prpsc
Infectividad periférica Si No
Infeccioso para el No Si

vison (Memoria)

Fig. 3. Origen y propiedades de las cepas HY y DY en hamsters[13]. A partir de la sucesion de pases de
la ETV en hamsters, el p.i.de la enferemdad se va reduciendo de forma progresiva. Finalmente, tras

numerosos pases se produce la estabilizaciéon, dando lugar a las dos cepas previamente mencionadas,

11

—
| —



HY y DY. Estas dos cepas presentan distintas propiedades clinicas, neuropatoldgicas, infecciosas y

bioquimicas.

Estudios posteriores utilizando, ademéas de las técnicas descritas, técnicas de
espectroscopia, inmunoensayos con diferentes anticuepos y microscopia electrénica,
confirman la hipétesis de que las diferencias entre las cepas pridnicas se deben a las
distintas conformaciones de la PrPs¢, aunque todavia son necesarios estudios mas

concluyentes [16].

2.1 Métodos de identificacion de cepas

Los principales métodos que se utilizan actualmente para identificar y caracterizar las
cepas pridnicas se basan en las caracteristicas patolégicas que generan en modelos
experimentales (lineas de roedores) tras varios pases y en las propiedades
bioquimicas de la PrPS¢ [13](Fig. 4). Las caracteristicas patoldgicas sélo se pueden
determinar con fiabilidad en el dmbito experimental ya que permite controlar los
parametros del agente y del hospedador que influyen en el fenotipo de la enfermedad
[16].

A) Periodos de Incubacion D) Movilidad electroforética

Strain  Strain Strain  Strain PrP¢
IMIcilon A B A B [No PK)
| | - -0
—_— - B = - Morc
_— —— - - U
I—

-}l Signos Clinicos (3] Patrén de glicosilacién
Strain  Strain
— B

Hyperactivity Hyperphagia — - Di-
(Strain A) (Strain B)

-

I — Mono-

—— — Lin-

C) LEEEILE] W Resistencia proteolitica

B B

Strain A Strain B

PrP* signal

[PK]

Fig.4. Caracteristicas biologicas o patolégicas y caracteristicas bioquimicas usadas para la diferenciacion

de las cepas pridnicas[13].
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Caracteristicas patologicas

Las caracteristicas patoldgicas se determinan tras la inoculacién de un homogenizado
de tejido nervioso procedente de un individuo afectado de una EET en animales de
experimentacion, principalmente en lineas de roedores, y su posterior estabilizacion
tras inoculaciones sucesivas o0 pases. Una vez estabilizada, la cepa pridnica puede

propagarse in vivo y las caracteristicas de la enfermedad se mantienen [16].
Los paramentros mas usados para determinar la identidad del agente pridénico son:

- El periodo de incubacion de la enfermedad: periodo de tiempo que transcurre
entre la inoculacién y la aparicion de manifestaciones clinicas. El p.i. depende en

gran medida de la ruta de inoculacién[2].

- El cuadro clinico. Esta caracteristica puede ser muy util para discriminar entre
cepas prionicas en algunas especies, como las cabras y los hamsters, pero es poco

eficiente en otras como el ratén.

- El perfil lesional o neuropatolégico. Cada cepa pridnica da lugar a un patrén
especifico de degeneracién espongiforme en el SNC del animal. Asimismo, la
distibucion de los depoésitos de PrPs¢ en el SNC también depende de la cepa
pridnica[8].

Aungue el estudio de estos parametros es una técnica sélida y reproducible que se ha
utilizado durante mas de 40 afios hay que tener en cuenta que no todos los fenotipos
son Unicos para una determinada cepa. Asi, por ejemplo, 2 cepas que presentan

perfiles lesionales diferentes, pueden tener un mismo p.i. y/o cuadro clinico[18].

Caracteristicas bioguimicas

Las caracteristicas bioquimicas de la proteina PrPs¢ se determinan en el tejido
nervioso del individuo afectado de una EET. Actualmente existen bastantes técnicas
para determinar caracteristicas bioquimicas que permitan diferenciar una cepa priénica

de otra. De entre todas destacan tres, por ser las mas comunmente utilizadas.

- La movilidad electroforética que presenta el nucleo resistente de la proteina
PrPsc tras la digestion por la pK es el método mas usado porque es facil de
visualizar; ademas, proporciona indirectamente evidencia sobre la existencia de

cambios conformacionales. La resistencia parcial de los priones a esta digestion por
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parte de la pK reside en la regién C-terminal[l]. Parece que el plegamiento
especifico de cada cepa protege en diferentes puntos el lugar de escision de la pK,
dando lugar a cadenas de polipéptidos de diferente longitud y por lo tanto de
diferente movilidad electroforética. De esta forma la longitud de segmento pK
resistente varia en cada cepa prionica y puede ser facilmente distinguido utilizando
la técnica de Western-Blot. Sin embargo, es necesario remarcar que algunas cepas

pridnicas distintas resultan tener la misma movilidad electroforética [10].

- El patrén de glicosilacion caracteristico de cada cepa. La proteina pridn tiene
dos sitios de glicosilacion, localizados en los aminoacidos Asn 181 y Asn 197. Estos
residuos son susceptibles de glicosilarse mediante la adicion de azucares (N-
glicanos), coexistiendo de manera natural 3 formas de glicosilacién: la forma
diglicosilada, la monoglicosilada y la no glicosilada. Las proporciones relativas de
estas 3 formas de PrPS¢ , detectables mediante Western Blot, son diferentes en
cada cepa pridnica y puden ser usadas como indicadores para la identificacion de

las cepas pridnicas[4].

- El grado de resistencia a la degradacién proteolitica o desnaturalizacion. Al
aumentar la concentracion de pK, el grado de resistencia de la PrPS¢ varia en

funcién de la cepa[1].

En las enfermedades priénicas humanas diferentes fenotipos de la enfermedad se
correlacionan con diferencias en el tamafio de la fraccion resistente de la PrPS¢ a la pK
y en el patron de glicosilacién, y por lo tanto, con diferentes conformaciones del prién
[13]. Monari et al. en 1994, comparé la movilidad electroforética de las moléculas Prpse
asociadas al IFF y a ECJf y resultaron ser diferentes. Asi mismo, un estudio de Parchi
et al. en 1996 demostré que 2 formas de la proteina prion coexistian en la eECJ, la
tipo 1y la tipo 2. La ECJ esporadica tipo 1 consta de un fragmento no glicosilado
(tras la digestion con pK) de 21 kDa y la de tipo 2 de 19 kDa[4]. Asimismo, la iECJ y

VECJ muestran diferentes perfiles de western blot [1](Fig. 5).
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- 36 KDa

Type 1 2 3 4

Fig. 5. Representacion esquematica de los tipos de la PrPS¢ humana. Perfil de western blot tras la
digestion con pK digestion. Los tipos 1 y 2 estan asociados a la eECJ, el tipo 3 a la ECJi y el tipo 4 se
encuntra exclusivamente en la vECJ [1].

Como se ha dicho anteriormente, los métodos de identificacion de cepas prionicas

descritos aqui son los clasicos y los mas cominmente utilizados, sin embargo, existen
otros, no tan estudiados pero que constituyen nuevas herramientas que permiten estar
cada vez mas cerca de descubrir nuevas variables o caracteristicas distintivas de cada

cepa.
2.2. Factores implicados en la variacion o diversidad de las cepas.

Las diferencias fenotipicas entre las enfermedades pridnicas estan influenciadas
principalmente por la combinacién de dos grandes variables:
A) La estructura conformacional de la molécula PrPS¢ del agente infeccioso.

B) El huésped que va a ser infectado por la isoforma infecciosa proteica.

Es decir, las distintas enfermedades pridnicas resultan de las diferentes
conformaciones de PrPs¢que infectan a un determinado huésped y son susceptibles a
modificaciones influenciadas por el mamifero infectado[10]. Entre las variables
relacionadas con el huésped que influyen en la variabilidad de las cepas prionicas, el
genotipo del gen PRNP, es el mas importante. Sin embargo, existen otros cofactores
celulares especificos de cada especie animal infectada que pueden también contribuir
a la diversidad prionica (RNAs, glicosaminoglicanos, chaperonas y lipidos)[8].
Asimismo, la via natural de transmisién in vivo o la ruta de inoculacién elegida para
inocular el aislamiento priénico en el huésped, la edad, el género y el estado del
sistema inmune también pueden influir sobre el curso evolutivo de la enfermedad

priénica, al igual que influyen en la evolucién clinica de cualquier infeccion [16] (Fig. 6).
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Genotipo, PrP¢ Ruta de inoculacion o

via natural de
+ cofactores celulares transmision

Estado del sistema
inmunitario

Fig.6. Principales variables dependientes del huésped que promueven la diversidad de las cepas
pridnicas.

Genotipo del gen PRNP

Los polimorfismos en el gen PRNP, codificador de la proteina pridnica celular, fueron
indirectamente descritos mucho tiempo atras, en los primeros estudios experimentales
gue fundamentaron la hipoétesis prion. Las diferencias entre los fenotipos “drowsy”,
somnoliento y “scratchy”, rascador, presentes en la misma linea de ovejas infectadas

fueron atribuidas a las diferencias polimorficas del huésped[13].

Mas adelante se identificd el “gen Scrapie” determinante del p.i., que se le denomino
“sinc”. Posteriormente se descubrié que el gen “sinc” era de hecho el gen codificador
de PrP (gen PRNP) y en ratones, 2 polimorfismos en las posiciones 108 y 189
resultaban en diferencias en la proteina prién. La inoculacion de estos ratones que
presentaban estos dos tipos de polimorfismos con aislamientos priénicos provenientes
de distintos mamiferos infectados originé una gran variedad de cepas pridnicas (Tabla
2). De esta forma se detectd6 que cuando especimenes de una especie y linea
determinada que presentan distintos polimorfismos para el gen PRNP se inoculan con
el mismo aislado pridnico, se producen variaciones en el p.i. de la enfermedad. Estos
datos sugerian que los polimorfismos en la PrP¢ favorecen la diversidad de cepas
pridnicas[13].
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Tabla 2. Polimorfismos asociados a la diversidad priénica en ratones[13].

Fenotipo  PRNP Cepade ratén Cepa de prién Polimorfismos
del raton asociados
prnp/sinc C57 RML-ME7- Leu-108
RII 1393-301C- Thr-189
Swiss 22C-79A-
NZW 87A-
SJL
prnp/sinc VM 301V-22A- Phe-108
IM 87V-79V- Val-189
prnp Mai/Pas Phe-108
C57 MAI-Prnp Thr-189

Evidentemente, los polimorfismos del gen PRNP no son exclusivos de los ratones y
han sido identificados en la mayoria de las especies. Los polimorfismos del gen PRNP
en humanos tienen una especial importancia en la enfermedad eECJ. El polimorfismo
se sitla en el codon 129 y puede presentar el triplete ATG o el GTG, dando lugar a
Metionina (Met) o Valina (Val)[8]. La gran mayoria de los pacientes que presentan la
eECJ son homocig6ticos para Met [19]. Entre la poblacién general este polimorfismo
también es mas frecuente, pero de forma mucho menos llamativa. Estos datos
sugieren que ser homocigoético para la Met en la posicion 129 nos hace mas
susceptibles a sufrir esta enfermedad|[8]. Este polimorfismo también determina en la
enfermedad eECJ el patrén de lesiones neuropatolégicas presentadas, el perfil de
glicosilacién de la PrPSc resistente a las proteasas y la duracién y severidad de la
enfermedad [13]. Asi, los pacientes con este polimorfismo presentan un curso clinico
de la enfermedad mas agresivo, de mas corta duracion y una afectacion

neuropatoldgica de las estructuras corticales [13].

La caracterizacion de la PrPS¢ en la eECJ llevé a la identificacién de 2 tipos de
fragmentos resistentes a la pK de la PrPs, el tipo 1 y 2. Estos 2 tipos de PrPS¢se
pueden asociar con 3 posibles genotipos del gen PRNP determinados por el
polimorfismo en el codén 129 (Met/Val), que da lugar a 6 posibles combinaciones entre
estas 2 variables moleculares; cada una de estas combinaciones se correlaciona con

un fenotipo clinico-patolégico de la eECJ[8].
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El polimorfismo en el codon 129 también estd implicado en el IFF y la ECJf. Ambas
enfermedades presentaban la misma mutacion en el gen PRNP (D178N); la presencia
de Met en la posicién 129 da lugar a IFF, mientras que la presencia de Val daba lugar
a ECJf. Esto indica que el polimorfismo M129V asociado a la mutacion D178N puede

determinar diferentes fenotipos de la enfermedad|3].

129M, FFlI

% 129V, CJIDf

Toda esta informacién evidencia lo condicionante que resulta el propio genotipo del

Mutacion (D178N) gen PRNP + Polimorfismo 129 M/V

huésped para determinar las caracteristicas propias de cada cepa priénica.
2.3. Caracteristicas de las cepas pridnicas

La hipétesis predominante es que la diversidad de las cepas pribnicas esta
determinada por las conformaciones especificas de PrPSc. Este concepto es
fundamental para comprender determinados aspectos importantes sobre las cepas
pribnicas como son los fenédmenos de adaptacién, coexistenca de cepas y

competicion.

Adaptacién

Los aislamientos priénicos de una especie son normalmente menos infecciosos para
otras especies, lo cual se evidencia por presentar estos nuevos huéspedes unos p.i.
de la enfermedad ampliados, y una evolucién clinica menos agresiva. Se cree que
este fendmeno se debe a las distintas secuencias de aminoacidos de la proteina PrP€,
que consecuentemente dan lugar a una u otra conformacién proteica. Esta
conformaciéon especifica de la PrP¢ del huésped serda determinante para que el
proceso de conversion, que es esencial para el desarrollo de la enfermedad pridnica,

tenga o no tenga lugar y con qué intensidad[4].

Tras sucesivas inoculaciones entre individuos de la misma linea, los tiempos de
incubacién van disminuyendo gradualmente, es decir tiene lugar un fenbmeno de
adaptacion, que permite la estabilizacion de la cepa (enfermedad pridnica con
caracteristicas fijas). En algunos casos la “barrera de la especie” es tan fuerte que

algunos huéspedes no muestran sintomatologia de la enfermedad tras la inoculacién
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pridnica con aislamientos de otras especies. Sin embargo, se ha detectado que los
aislamientos priénicos de los cerebros de estos huéspedes aparentemente resistentes

pueden transmitir la enfermedad al ser inoculados en huéspedes susceptibles[4].

Para comprender mejor conceptos como el “fendmeno de adaptacion” o “la barrera
de la especie” podemos esquematizar distintos modelos de transimision de la

enfermedad pridnica entre distintas especies segun la figura 7.

- Partimos de un aislamiento priénico proveniente de una especie determinada, que
denominaremos especie B. Este aislamiento sera inoculado en 3 animales de
distintas especies que denominaremos especie A, B y C. La especie B, por tanto,

sera la misma que la especie origen del aislamiento priénico.

- Al inocular el aislamiento priénico B en la especie A, el animal presentara un p.i.
prolongado, que ira reduciéndose tras la sucesion de transimisiones seriadas en la
misma linea de roedores A. De esta forma, el tercer pasaje presentara un p.i. menor
qgque el segundo pasaje. Este ejemplo es representativo del fendmeno de
adaptacion.

- Distintamente, al inocular el aislamiento en una especie igual a la especie original,
estariamos en el segundo caso (especie B) el p.i. sera reducido porque el agente
priénico ya esta adaptado a esta especie. De todas formas, si la PrP¢ presentada
por el mamifero de la especie B presentara polimorfismos, el p.i. seria largo, ya que
supondria nuevos requerimientos adaptativos por parte del agente priénico para

producir la enfermedad en el mamifero a pesar de ser de la misma especie.

- Finalmente, el Gltimo ejemplo, seria el presentado por la especie C, al inocular el
aislamiento priénico en esta especie, las diferencias entre la de PrPs¢ y la de PrP°
son tan significativas que la enfermedad no se desarrollara, este fendbmeno se debe

a que la barrera de la especie en este caso es muy significativa.
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corto que el
anterior
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Prion de Especie B polimorfismo para
especie B p.i. corto Prpe
p.i. largo

Especie C
No enfermedad
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Fig. 7. Esquema sobre los modelos de variacion de las cepas pridnicas[4].

Coexistencia de cepas

Diversos estudios demuestran que en condiciones naturales, mas de una cepa puede
existir en un mismo huésped por lo que en un aislamiento pridnico coexisten distintas
conformaciones de PrPs¢, y por tanto pueden originar en el huésped una enfermedad
con disitintas caracteristicas [2]. Al inocular al nuevo huésped una “mezcla priénica” de
variantes conformacionales, una de todas ellas seré la que se convertirhd en dominante
porque la interaccion que resulte entre ella y la PrP¢ del huésped serd la mas
compatible. Por tanto el fenotipo de enfermedad que presente el huésped quedara

determinado por la variante conformacional de de PrPS¢ dominante[2].

En el caso de la transmisién de ETV en hamster fueron necesarias 4 inoculaciones
seriadas para su estabilizacion (Fig. 3). La estabilizacién en este caso suponia la
adquisicion por parte del nuevo huésped de un determinado patron caracteristico de la
enfermedad (HY o DY). La primera inoculacion destacdé por unos tiempos de
incubacién muy alargados. Sin embargo, lo més llamativo es que tras las 3 primeras
inoculaciones los hamsters presentaban unos sintomas que no eran caracteristicos de
HY ni de DY, sino una mezcla de ambas. Este fenotipo presentado se atribuye a la
combinacion de efectos de las dos cepas o variantes replicAndose simultdneamente.
En la cuarta inoculacién cada cepa se estabilizd en algunos animales, mostrando ya
un determinado fenotipo, HY o DY. Llegados a este punto las cepas ya pueden

propagarse in vivo y las caracteristicas de la enfermedad mantenerse[13].
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La ruta de transmision del agente pridnico tiene especial relevancia ya que
favorecera a un tipo de conformacién priénica u otra. Por ejemplo, dependiendo de si
el huésped ha adquirido la enfermedad priénica a partir de inoculacion cerebral o bien
de una forma mas natural, por via oral, puede desarrollar un fenotipo de enfermedad
diferente. Parece que la transmisién por via oral del agente infeccioso, en la mayoria
de las ocasiones, favorece la seleccién de un determinado tipo de cepa sobre el otro.
Este fendmeno no tiene lugar si la infeccion se produce por inoculacién cerebral o por
ruta intraocular, en la que un tipo u otro sera el dominante, sin presentar relacién con

la ruta de transmision[2].

La explicacion reside posiblemente en que en la transmisién por via oral, la progresion
del agente infeccioso por el organismo se ve limitada por el sistema linforeticular
asociado al tracto gastrointestinal. De esta forma sélo las variantes conformacionales
gue no sean susceptibles a este sistema seran capaces de propagarse. Como puede
observarse en la figura 8, las conformaciones tipo 2 seran inevitablemente dominantes
y en el huésped tendré lugar la enfermedad con las caracteristicas fenotipicas de la

enfermedad tipo 2, si la via de transmisién es oral[2].

conformers with conformers with
type 1 motif type 2 motif

different prion isolates

intracerebral inoculation oral uptake
(includes intraocular route) lymphoreticular system
| I
‘\/ \J' @ @ \/ \v
® o m &}
.:. 40 Q:’ * " 2 .00 "
O o s g0 ?7 (B= fjlm =
¢ ¢
all conformational variants conformers with a type 2
that are propagated motif have been selected

by the host are retained

Fig. 8. Influencia de la ruta de infeccién en la seleccién de la variante conformacional

dominante en el huésped[7].

21

—
| —



En el caso de la ECJi, las manifestaciones clinicas son distintas en funcién de la forma
de tranmision de la enfermedad. En la transmitida por injerto de duramadre, la clinica
es muy similar a la presentacion de la eECJ (forma mioclénica). Sin embargo, en la
infeccidn periférica con hormona de crecimiento, la enfermedad se caracteriza por la
aparicion temprana del sindrome cerebeloso, que afecta en primer lugar a la marcha y

las mioclonias aparecen mas tarde[20].

Competicion

En condiciones experimentales particulares algunas cepas pridnicas pueden ampliar
su p.i. especifico cuando el huésped al que infectan es coinfectado con otra cepa
pridnica distinta [13]. De esta forma los priones con largos p.i. pueden aumentar los p.i.

propios de los priones “mas rapidos.”

Este fendbmeno de competicion ha sido estudiado en numerosos experimentos a partir
de hamsters y ratones. Uno de los experimentos mas representativos utilizd 2 cepas
priénicas que presentaban distintos p.i. La cepa 22A que presentaba un p.i. corto y la
cepa 22C que presentaba un p.i. largo. Las cepas con un p.i. largo (22A) fueron
inoculadas en ratones previamente infectados con las cepas que presentaban un p.i
corto (22C). Los resultados mostraron que los ratones soélo presentaban las
caracteristicas tipicas de 22A, es decir, p.i. largo y un determinado patron lesional
neuropatolégico. Esto sugirié que la otra cepa pridnica “rapida” habia sido de alguna

forma degradada [13].

Otros estudios describieron fendmenos similares detectados, esta vez con las
variantes fenotipicas HY y DY. Los resultados arrojaron nuevos datos, el principal fue
gue el proceso de competicion soélo tenia lugar si el aislamiento prionico DY se
inoculaba directamente en un nervio del huésped (evidentemente previamente
infectado por la variante pridnica HY)[21]. Esto sugeria que el fenémeno de

competicion solo se produciria en tejidos nerviosos periféricos, pero no en el SNC [13].

Este fendmeno supone una interesante via de investigacion en la busqueda de
estrategias terapéuticas contra las enfermedades pridnicas, ya que permite prolongar
artificialmente el p.i. Asi, cepas pridnicas con largos p.i. podrian ser utilizadas para
enlentecer la replicacién de enfermedades priénicas con curso evolutivo rapido y letal
como EEB o vECJ.
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3. CEPAS PRIONICAS SINTETICAS

Como se ha explicado anteriormente son numerosas las evidencias que indican que
las propiedades de cada cepa estan determinadas por la conformacién de la isoforma
patoldgica, sin embargo, ni su estructura terciaria ni el mecanismo molecular

responsable de la conversion de PrP¢ en PrPS¢ se conocen completamente [22].

Actualmente se contemplan dos hip6tesis para explicar la conversion conformacional
de la PrP¢ en PrP*¢: 1) el modelo de plegamiento asistido por molde, el cual propone
gue la PrPs¢ acttia como un molde para que la PrP¢ se convierta en PrP¢; 2) la teoria
de nucleacion sembrada, en la que se sugiere que ambas isoformas se encuentran en
estado de equilibrio, de forma que en un hospedador sano el equilibrio se desplaza
ampliamente hacia la PrP®. Segun esta teoria, en un individuo afectado, varias
moléculas de PrPS¢ formarian un nucleo o semilla al cual se irian uniendo mas
moléculas formando agregados altamente ordenados de tipo amiloide, los cuales
serian capaces de inducir un cambio masivo sobre las moléculas normales de PrP€,
convirtiéndolas en moléculas de conformacién anémala. Finalmente estos agregados
se fragmentan dando lugar a numerosos nuevos nucleos o semillas, lo que conlleva a

un aumento exponencial de la PrPS¢[23].

Con el objetivo de comprender mejor estos mecanismos, se han llevado a cabo lineas
de investigacion dirigidas hacia la creacidbn de cepas pridnicas sintéticas. Una
herramienta fundamental para la creacion de cepas pridnicas de novo es la técnica de
amplificacién ciclica de proteinas mal plegadas (Protein Misfolding Cyclic Amplification;
PMCA) que permite la trasformacion de grandes cantidades de PrP¢ en Prpse
partiendo de cantidades infimas de la isoforma patogena [22](Fig. 9). La técnica PMCA
se asemeja a la reaccion en cadena de la polimerasa, o PCR, procedimiento tal vez
més conocido por el cual se obtienen numerosas copias de una regién de ADN a partir
de pequefas cantidades de éste. La principal utilidad de esta técnica reside en que
permite a los investigadores emular los aspectos esenciales de la replicacion in vivo de

los priones.

La PMCA se fundamenta en la teoria de nucleacibn sembrada. Se parte de un
homogenizado cerebral con PrP¢ en mucha cantidad, que se incuba junto con infimas

cantidades de proteina patolégica. A continuacion, tiene lugar un proceso de
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“conversion/replicacién” a partir del cual las cantidades de proteina patologica iran
aumentando progresivamente con ciclos de incubacion-sonicacién, que se repiten
secuencialmente. Este fendémeno en gran parte es posible por la técnica de
sonicacion, debido a que la aplicacion de ultrasonidos a los agregados pridnicos hace
que estos se rompan y queden mas “nucleos infecciosos” libres para que la
amplificacion de la PrP5¢se produzca de forma mas eficiente [22]. De esta manera se
obtienen cantidades pridnicas mucho mayores a las de la muestra original y la
infectividad también se incrementa. La obtencién de cantidades de proteina patologica
tan grandes permite la determinacion de los niveles de PrPS¢ por cualquier técnica
bioguimica y facilita su estudio[25]. Ademdas, mediante la sonicacién, es posible
acelerar el proceso de conversion de PrP¢ a PrPSc. De esta forma la replicacion
pridnica tiene lugar a una velocidad mucho mayor a la esperada in vivo, lo cual es

imprescindible para que el proceso de investigacion sea productivo [23].
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Fig.9. Esquematizacion sobre el mecanismo basico de conversion de PrP¢ en PrPsc de la
técnica PMCA [24].

Al inocular los agregados pridnicos sintéticos obtenidos por PMCA en animales de
experimentacion éstos puden desarrollar la enfermedad, debido a que el cambio
conformacional de PrP¢ a PrPsc se ha perpetuado en estos agregados pridnicos

creados de novo.

Castilla y colaboradores fueron los pioneros en generar moléculas prionicas
infecciosas de novo a partir de la técnica PMCA. Homogeneizados de cerebros

infectados por una forma adaptada de Scrapie, la cepa de prion 263K, fueron
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sometidos a 20 ciclos de PMCA en presencia de PrPC. A pesar de que no habia
moléculas de PrPs¢ del inéculo original en las muestras amplificadas in vitro, sus
propiedades bioquimicas y estructurales presentaron las mismas caracteristicas que
los priones 263K. Mas concretamente, las muestras amplificadas eran resistentes a la
pK, insolubles en detergentes no desnaturalizados y ricos en conformacién hoja beta.
Los animales inoculados con las formas pK resistentes de estas muestras contrajeron
Scrapie y murieron. Para verificar que las formas pK resistente in vitro era estables en
el tiempo, realizaron sucesivas transmisiones seriadas en animales, que igualmente

mostraron disfunciones neuroldgicas y murieron[25].

Uno de los principales intereses de generar priones in vitro es que supondria la
demostracion de la hipétesis de que los priones son Unicamente proteinas debido a
que seria posible generar priones sintéticos a partir de PrP recombinante altamente
purificada (recPrP). Los resultados de las investigaciones de Castilla et al a partir de la
técnica PMCA refuerzan esta hipétesis, aunque algunos estudios anteriores utilizando
otras técnicas no tan punteras como la PMCA también apoyan esta hipotesis.
Legname et al demostré que la recPrP pura puede ser convertida in vitro en una forma
estructural similar a los priones [25]. Generd priones recombinantes infecciosos para
ratones (MoPrP) y los convirtid en fibras amiloides que fueron inoculadas en ratones
transgénicos (Tg9949) modificados genéticamente para ser mas susceptibles a la
infeccion por MoPrP. Los ratones transgénicos desarrollaron la enfermedad. También,
el estudio de los homogeneizados cerebrales de éstos, demostrd resistencia de las
particulas pridnicas a la digestion por pK [26]. Otra prueba del éxito de los resultados
fue que tras transmisiones seriadas de estos homogeneizados cerebrales de los
ratones transgénicos enfermos en ratones salvajes sanos, éstos desarrollaron la
enfermedad. Estos resultados demaostraron que la generacién de priones sintéticos de
novo era posible y dieron fuerza a la hipétesis de que los priones son Unicamente

proteinas [26].

Otro de los puntos de interés en la creacion de moléculas de PrP¢in vitro es la
identificacion de cofactores de propagacion, moléculas que participarian en la
propagacion endégena de PrPS¢ al regular de una u otra forma la conformacion
infecciosa de estas proteinas pridnicas. La totalidad de estos cofactores todavia se
desconoce sin embargo, diversas hipétesis sostienen que moléculas como el RNA o
distintas variantes de lipidos como la fosfatidiletonolamina (PE) podrian actuar como

tales [22]. El proceso de identificacion de los factores de propagacién endégena de
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PrPS¢ consistié en degradar mediante tratamientos bioquimicos distintas moléculas de
homogeneizados cerebrales de hamsters y ver como ésto afectaba al proceso
replicativo priénico. Se detectd que la degradacién selectiva de RNA monocatenario en
los homogeneizados inhibia la amplificacion de las moléculas de PrPS¢. Estos
resultados sugieren que, en cepas prionicas que afectan a hamsters el RNA puede
actuar como factor de propagacién [25]. También fue detectada la actividad de PE

como cofactor, a partir de estudios basados en la técnica PMCA [22].

Mas adelante y siguiendo esta linea de investigacion nuevas evidencias sugirieron el
rol esencial de los cofactores en el mantenimiento de la conformacion infecciosa de
PrPScy por tanto de su infectividad. Dos lineas seriadas de propagacion por PMCA
fueron procesadas en paralelo. Una contenia una mezcla de sustratos con
PrPrecombinante (recPrP) y fosfatidiletonolamina (PE), es decir, incluia el supuesto
cofactor. La otra contenia exclusivamente recPrP, sin cofactor[23]. Tras su
propagacién mediante PMCA las conformaciones de PrPS¢ provenientes de ambas
series fueron distintas. Sin embargo, lo mas llamativo fue la comprobacion de que la
PrPS¢ proveniente de la linea sin cofactor era no infecciosa en ratones salvajes, a
diferencia de las moléculas de PrPS¢-PE producidas en paralelo que si mostraron
infectividad. De esta forma se confirmé que las moléculas de proteinas por si solas son
incapaces de mantener la conformacion infecciosa de los priones de los

mamiferos[23].

Recientemente se ha demostrado la capacidad para maodificar experimentalmente el
fenotipo de cepas priénicas, alterando la conformacion de PrP. Las moléculas de
recPrP plegadas en distintas conformaciones de amiloide dan lugar a distintas cepas
pridnicas, con periodos de incubacién que dependen de la estabilidad conformacional
de los amiloides de recPrP. Es decir, el poder modificar in vitro la conformacién de los
agregados amiloides mediante procesos bioquimicos permite la creacion de distintas
cepas prionicas, pues como ya ha sido comentado, el principal determinante fenotipico

es la conformacion estructural de PrP [27].

Igualmente, se ha demostrado una correlacion evidente entre la estabilidad de las
fibras de amiloide de las cepas priénicas y los p.i. [28]. La relacién es indirectamente
proporcional, es decir, a mayor estabilidad de las fibras amiloides, la cepa es menos
infecciosa presentando los periodos de incubacion mas largos y de forma inversa,
menor estabilidad de las fibras amiloides, menor periodo de incubacion de la

enfermedad y mayor infecciosidad [18].
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La habilidad para generar preparaciones de priones infecciosos de alta calidad a partir
de proteinas recombinantes y controlar sus propiedades es muy probable que
posibilite la ampliacion de los conceptos hasta ahora poco conocidos sobre la
estructura y mecanismo biolégico de los priones [26]. De igual manera, estos
conocimientos podrian aportar datos interesantes en la busqueda de nuevas
aproximaciones terapéuticas para estas enfermedades pridnicas (hasta el momento
incurables) y para otros desordenes neurodegenerativos de mecanismos patolégicos

similares [23].

4. CEPAS PRIONICAS vs TIPOS PRIONICOS.

Como hemos visto anteriormente, las diferencias fenotipicas entre las enfermedades
pridnicas estan influenciadas por la combinacion de dos grandes variantes: la
estructura conformacional de la molécula PrPS¢ del agente infeccioso y el huésped. Los
conceptos de tipo y cepa pridnica estan claramente relacionados principalmente con
estas dos variantes, pero la evidencia cientifica aporta datos mucho mas complejos y

existe cierta confusion al usar una u otra terminologia.

Una muestra cerebral de un mamifero enfermo de una EET contiene diferentes
variantes conformaciones de la PrPS¢, una de las cuales sera la dominante en el
aislamiento, por haberse adaptado o ser mas afin a las caracteristicas del medio del
huésped. Estas diferentes variedades conformacionales de PrPS¢hacen referencia a lo
gue designamos como tipos pridnicos. Por tanto, en un mismo aislamiento priénico
proveniente del huésped original encontraremos distintos tipos prionicos, si bien uno

seré el dominante [2].

Las cepas surgiran posteriormente, cuando inoculemos el aislamiento del huésped
original con un determinado tipo priénico predominante, a nuevas especies huésped.
Entonces las variantes conformacionales o tipos pridnicos seran sometidas a
pequefias modificaciones determinadas por el huésped (la PrP¢, pequefios RNAs,
polisacéridos y lipidos) y en ultima instancia podrian dar lugar a una cepa. Por tanto,
un unico tipo priénico extraido del huésped original al que ha infectado puede dar lugar
a distintas cepas tras ser inoculado en nuevas especies huésped debido a la

intervencion de caracteristicas gendmicas del mamifero [2].
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El concepto de tipo pridnico se define como una determinada conformacion estructural
del pribn que determina rasgos clinicos clave de la enfermedad y un perfil lesional
neuroldgico determinado en el huésped original. También determina los patrones de
acumulacién de los agregados pridnicos, el tamafio de los agregados y la estabilidad a
la desnaturalizacion. Igualmente condiciona los distintos sitios de unién a la enzima
pK, que resultan en diferentes perfiles de Western Blot [2]. Estas caracteristicas se
mantienen tras la transmisién del aislamiento priénico a un nuevo huésped y pueden
dar lugar tras inoculaciones sucesivas a distintas cepas. Esto dependera de los
cambios conformacionales menores producidos por la interaccion del tipo pridnico del

aislamiento original y los factores determinados por el huésped|[2].

Generalmente, los huéspedes genéticamente distintos daran lugar a distintas cepas,
ya sean inoculados con el mismo o distinto tipo pridnico. Ejemplo de este fenédmeno a
partir del cual un tipo priénico puede dar lugar a distintas cepas es el Scrapie clasico
gue ha producido muchas cepas diferentes en la misma linea de ratones [13]. Sin
embargo, la EEB es bastante Unica porque produce las mismas dos cepas pridnicas
en ratones de distintas lineas. En el caso de la eECJ es dificil determinar cuantas
cepas podrian derivar, pues no existe un animal susceptible para todos los fenotipos
de ECJ esporadica humanal[2].

Un uso incorrecto de la terminologia genera conclusiones incorrectas y es aqui donde

radica su importancia.

5. CONCLUSION

Inicialmente, la identificacion de cepas pridnias parecia estar en conflicto con la
hipotesis de que el prién es sélo una proteina (Prusiner, 1982) debido a que, entre la
comunidad cientifica de aquella época, la Unica razén plausible que explicara la
existencia de cepas era que el agente infeccioso contara con material genético en su
composicion. La idea de que una particula protéica fuera la responsable de esta
variabilidad fenotipica resultaba poco convincente. Decadas después y fruto de
numerosas investigaciones en este campo, la teoria propuesta por Prusiner esti
practicamente aceptada de forma generalizada y constituye la base de sustentacion de
numerosas hipoéteisis actuales sobre la naturaleza de las cepas pridnicas. La creencia
mas generalizada relacionada con el fendmeno de las cepas pridnicas es que el origen

de esta variabilidad reside en las distintas estructuras terciarias que la PrPS¢ puede
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adquirir. Estas variantes conformacionales de la proteina patolégica determinan
caracteristicas basicas del fenotipo de la enfermedad como son el perfil molecular y
neuropatoldgico y consecuentemente las manifestaciones clinicas [8]. Sin embargo, el
fendmeno de las cepas pridnicas no es tan sencillo y factores dependientes del
huésped son también responsables de esta variabilidad. Estos son: el genotipo (PrP¢),
la ruta de inoculacién o via natural de transmision, la edad, el sexo y el estado del

sistema inmunitario[3].

A pesar de estos progresos son muchas las preguntas todavia sin responder como por
ejemplo, ¢ Cuales son las bases estructurales de las cepas pridnicas?, ¢ Cual es el
mecanismo que permite que el fendmeno de adaptacion de cepas tenga lugar?,

¢,Cémo puede toda esta informacién almacenarse en la conformacion pridnica?

También, diversos estudios experimentales aportan resultados sorprendentes, cuya
comprension todavia supone un reto para los investigadores, entre ellos destaca el
que la transmisién de algunas cepas pridnicas como la EEB a especies animales
intermediarias puede dar lugar a nuevos aislamientos priénicos con potenciales

zoondticos impredecibles [1].

De todas estas cuestiones sin resolver, tal vez la principal incognita sea como una
secuencia primaria idéntica puede derivar en distintas conformaciones terciarias en la
proteina prionica, si no existen otras moleculas portadoras de informacién. En esta
direccién es hacia donde avanzan las investigaciones mas punteras en el campo de
los priones. A partir de nuevas técnicas como la PMCA se ha conseguido crear cepas
pridnicas sintéticas de novo. A su vez estos recientes avances han permitido identificar
moléculas in vitro (ARN, PE) que podrian actuar como cofactores en la replicacion
pridnica y posiblemente tengan un rol fundamental en el mantenimiento de la

conformacion infecciosa de PrPs¢[24].
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