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Vete a:

Enfermedades prionicas

Las enfermedades priodnicas, o encefalopatias espongiformes
transmisibles (EET), ocurren naturalmente en varias especies,
incluidos los humanos, el ganado, las ovejas y los ciervos, y
pueden transmitirse experimentalmente a muchas otras. Por lo
general, los tiempos de incubacion son relativamente largos,
extendiéndose a 40 afios 0 mas en humanos; sin embargo, después
de la aparicién de los sintomas clinicos, la muerte se produce
principalmente en menos de un afio, como consecuencia de la
neurodegeneracion acompafada de la acumulacion de
conformadores anormales de la proteina huésped PrP. La
transmisidn natural generalmente ocurre peroralmente, como lo
ejemplifica la epidemia de kuru entre el pueblo Fore de Papua
Nueva Guinea, atribuida a practicas canibales; la epizootia de la
encefalopatia espongiforme bovina (EEB) en el Reino Unido a
finales del siglo pasado, causada por la alimentacion de harina de
carne y huesos contaminadas al ganado; o la epizootia actual de la
enfermedad de desgaste crénico que afecta a los cérvidos en 19
estados de los Estados Unidos. La transmision de priones de la
EEB a humanos jévenes dio lugar a un brote limitado de una
nueva enfermedad, la variante de la enfermedad de Creutzfeldt-
Jakob (vC]D), casi exclusivamente en el Reino Unido. Los casos
esporadicos de enfermedad pridnica ocurren con muy baja
frecuencia en poblaciones humanas (sCJD) y en rebafios de
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ganado (EEB atipica), y se atribuyen a la generacidn espontanea
de priones en los individuos afectados. Finalmente, las formas
familiares de enfermedad priénica humana estan relacionadas con
una variedad de mutaciones diferentes y dominantes en el

gen PRNP, y aunque las familias afectadas son raras, la
penetrancia es muy alta.

Vete a:
Replicacion de priones

Los priones consisten principalmente, si no inicamente, en

PrPsc (proteina prionica de tembladera), conformadores
agregados de la glicoproteina del huésped PrP ligada al

GPIc (proteina prionica celular). Prpsc se propaga mediante la
conversion de PrPc a una réplica de si mismo (Figura 1A).

Prpc puede existir como una mezcla de equilibrio de
conformadores, algunos de los cuales pueden acumularse a

PrPsc "semillas” a un ritmo critico [1], [2]. Este modelo de siembra
estd respaldado por la reaccién de amplificacién ciclica de
plegamiento incorrecto de proteinas (PMCA), en la que el cerebro
homogeneiza, como fuente de PrP.c, se pincha con una semilla de
homogeneizado cerebral infectado y se somete a multiples ciclos
de sonicacidn e incubacion, lo que finalmente produce un gran
exceso de priones infecciosos [3]. Los priones infecciosos
surgieron espontaneamente en reacciones libres de células
mediadas por PMCA a partir de componentes definidos [4], en
particular de PrP recombinante, un fosfolipido, y poli(A) o
poli(dT) [5], poniendo fin definitivamente a la propuesta perenne
de que el agente infeccioso es una entidad similar al virus [6]. Se
ha propuesto la conversion de semillas similar a un prién en un
estado agregado para varias proteinas de mamiferos como Abeta,
a-sinucleina o amiloide sérico, que subyacen a las enfermedades
de plegamiento incorrecto de proteinas, y para varias proteinas
fungicas, en particular levaduras.
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Figura 1
Propagacion, mutacion y seleccion de priones en células cultivadas.

(A) El modelo de siembra de la propagacion de priones predica que PrP* los
mondmeros se suman al termini de PrP* fibrillas y, al hacerlo, adoptan la
conformacion de las subunidades constituyentes de PrPSc. (B) Se cree que las
poblaciones de priones constituyen cuasiespecies, que consisten en una especie
principal y numerosas variantes a niveles bajos. Los priones 22L adaptados al
cerebro son resistentes al tratamiento con swainsonina cuando se ensayan en
células PK1 y son capaces de infectar las células R33 (R33 competente). Cuando se
propagan en células PK1, los priones sensibles a la swainsonina, R33
incompetentes gradualmente (pasajes PO a P12) se convierten en la especie
principal de la poblacién porque se multiplican mas rapido. (C) Los priones 22L
adaptados a células PK1 (a) fueron clonados (b) en células PK1. Las poblaciones se
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vuelven heterogéneas a medida que surgen mutaciones durante la propagacion (c-
e). Los circulos rojos representan priones resistentes a la swainsonina; cuando se
les desafia con el medicamento, algunas poblaciones (fila superior y media)
adquieren la capacidad de volverse resistentes, mientras que otras (fila inferior)
no lo hacen. Representacion esquematica de datos de referencia [16].

Vete a:

Cepas Prionicas

Las poblaciones de priones pueden presentarse como cepas
distintas: estas difieren en sus propiedades fenotipicas, pero estan
asociadas con PrPs: teniendo la misma secuencia de aminodacidos.
Las cepas pridnicas murinas, originalmente caracterizadas por el
tiempo de incubacién y la neuropatologia que provocan, pueden
propagarse indefinidamente en ratones homocigotos para el gen
PrP. Muchas cepas "clasicas" actualmente propagadas en ratones y
hamsters, como 79A, 22L y ME7, se originaron a partir de ovejas o
cabras infectadas con tembladera [7] y se clonaron por dilucion
final en ratones.

Se cree que las propiedades especificas de la cepa del prién estan
encriptadas en la conformacién del cognado PrPs: [8], y de hecho,
las cepas distintas a menudo se asocian con PrPsc especies que
difieren en propiedades fisicoquimicas. Los experimentos con
cepas de priones de levadura han demostrado que las
conformaciones especificas pueden propagarse in vitro por
proteinas puras y no glicosiladas [9]. No obstante, en vista de la
gran multiplicidad de cepas pridnicas de mamiferos y su tropismo
para lineas celulares particulares, es concebible que las
modificaciones posteriores a la traduccién de PrP, como la
glicosilacion o la asociacidn con algunos componentes celulares,
puedan favorecer ciertas conformaciones de PrP y, por lo tanto,
tener en cuenta la propagacion preferencial especifica de células
de cepas particulares.

Vete a:

La barrera de las especies
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En general, existe una barrera considerable para la transmision de
priones entre especies animales, ya que incluso la inoculacién
masiva de transespecies intracerebrales causa enfermedades solo
a baja frecuencia (baja "tasa de ataque") y / o solo después de
tiempos de incubacidon muy largos, si es que lo hace. Esta barrera
fue abolida en algunos casos al reemplazar el gen PrP del receptor
por su contraparte del donante, pero claramente factores distintos
del desajuste de las secuencias de PrP contribuyen a la
incompatibilidad. Es importante destacar que cuando los priones
se transmiten en serie desde los receptores iniciales de
transespecies a otros animales de la misma especie, las tasas de
ataque aumentan y los tiempos de incubacion disminuyen, lo que
refleja la "adaptacion” al nuevo huésped [10]. La "adaptacion”
implica como primer paso la acrecion de PrPc desde el host del
destinatario hasta el PrP entrantesc semilla, que puede ser un
proceso muy ineficiente si la secuencia de aminoacidos del
huésped PrP arrastra un espectro de conformaciones que son
poco compatibles con la de la semilla. La propagacion eficiente
solo puede habilitarse cuando la conformacion de la semilla
cambia, tal vez inicialmente en el "extremo de crecimiento” [11],,
lo que resulta en una "mutacién” a nivel conformacional.
Posteriormente, los priones pueden evolucionar para replicarse
mas rapidamente en el nuevo huésped, lo que explica la
sorprendente reduccion de su periodo de incubacién a medida
que se transfieren secuencialmente dentro de la nueva especie.

En algunos casos, la transferencia de una cepa priénica de una
especie a otra, seguida de varios pasajes en la especie huésped
original, condujo a la aparicidon de cepas mutantes. Por ejemplo,
cuando los priones murinos 139A clonados pasaron a través del
hamster y posteriormente se pasaron repetidamente en ratones,
se recuperdé una nueva cepa, 139A-H2M; sin embargo, el ME7
sometido al mismo procedimiento se mantuvo aparentemente sin
cambios [12].

Vete a:

Evolucion de los priones
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El hallazgo de que muchas cepas de priones murinos se replicaron
de manera eficiente en lineas celulares murinas seleccionadas
cred nuevas e importantes oportunidades experimentales. En
particular, el lento, costoso e impreciso bioensayo basado en
ratones para priones murinos podria ser reemplazado por un
procedimiento humano, rapido y preciso basado en células, el
ensayo estandar de células de tembladera (SSCA) [13]. La
susceptibilidad diferencial de las lineas celulares a varias cepas
priénicas proporciono la base del ensayo de panel celular (CPA),
que diferencia rapidamente entre varias cepas priénicas sobre la
base de su tropismo celular y su susceptibilidad a varios farmacos,
como la swainsonina o la kifunensina [14], [15].

El CPA revel6 que la propagacion en serie de priones 22L
derivados del cerebro en células PK1 condujo a un cambio
progresivo en sus propiedades; aunque inicialmente pudieron
propagarse en células R33 ("R33 competente") o en células PK1
en presencia de swainsonina ("resistentes a la swainsonina"), los
priones gradualmente se volvieron completamente incompetentes
R33 y sensibles a la swainsonina (Figura 1B). Cuando estos
priones "adaptados a las células” fueron devueltos al cerebro del
raton, gradualmente readquirieron sus propiedades anteriores y
se volvieron indistinguibles de la cepa original de 22L [16]. En una
linea similar, cuando los priones sensibles a la swainsonina se
propagaron en células PK1 en presencia del fArmaco, surgi6 una
poblacion de priones resistentes a la swainsonina después de
unos pocos pasajes, documentando la adaptacion al nuevo
entorno. Después de la retirada de la droga, la propagacion
adicional de varias divisiones nuevamente produjo priones
sensibles a la droga [16]. Estos hallazgos sugirieron que las
poblaciones pridnicas constituyen las llamadas cuasiespecies [17],
es decir, estan compuestas por una variedad de variantes
conformacionales, cada una presente a un nivel bajo; cuando el
entorno cambia, la variante que se replica de manera mas
eficiente se convierte en el componente predominante de la
poblacion, que luego constituye una subtension

distinta [1], [16], [18]. De hecho, se encontré que las poblaciones
de 221 adaptadas a células PK1 contenian aproximadamente un
0,5% de variantes resistentes a la swainsonina antes de ser
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expuestas al medicamento [16]. Debido a que los priones 22L
utilizados en estos experimentos habian sido clonados por
dilucién de punto final afios antes, la heterogeneidad debe haber
surgido por un proceso similar a una mutacion en el interin. Las
mutaciones en el caso de los priones representan cambios
conformacionales y no modificaciones a nivel de la secuencia
proteica, porque el PrP esta codificado por el genoma del huésped
y la mutacién es inherente a la particula proteinica. Para verificar
si la heterogeneidad de las poblaciones de priones se produjo por
mutacidn, los priones sensibles a la swainsonina se clonaron
mediante dilucion final en células PK1, y las células infectadas se
propagaron en serie durante hasta 100 duplicaciones y se
desafiaron con swainsonina para determinar en qué etapa las
poblaciones de priones adquirieron la capacidad de volverse
resistentes al farmaco. Al principio de la clonacidn, las poblaciones
eran incapaces de hacerlo, pero la mayoria de los clones
desarrollaron esta capacidad después de 31-86 duplicaciones
(Figura 1C). Sin embargo, al menos una de las nueve poblaciones
no lo hizo incluso después de 116 duplicaciones, lo que sugiere
que los priones eran heterogéneos en lo que respecta a su
capacidad para desarrollar resistencia a la swainsonina [11], [16].
La adquisicidn de resistencia a los medicamentos por priones
murinos también ha sido reportada por Ghaemmaghami et

al. [19] y por priones de levadura por Shorter [20]. La mayoria, si
no todas, las variantes pridnicas, o subtensiones, descritas
anteriormente eran reversibles, lo que sugiere que las
conformaciones subyacentes eran facilmente interconvertibles.
Por el contrario, las cepas son muy estables, al menos mientras se
propaguen en la misma especie. Como se muestra en Figura 2,
esto sugiere una barrera de baja energia de activacion entre
subtensiones, facilmente superable en condiciones fisioldgicas,
mientras que las barreras de energia de activacién alta impiden la
conversion entre cepas.
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Fraction of prion population

Paisaje de energia libre conjetural para cepas pridnicas y subtensiones.
Las subtensiones se representan como colectivos distinguibles de priones que
pueden interconvertirse facilmente porque estan separados por barreras de

energia de activacion que pueden superarse en un entorno particular en

condiciones fisiol6gicas, mientras que las cepas estan separadas por barreras de
alta energia. La medida en que los pozos individuales estan poblados (bloques
rojos) esta determinada por la tasa de acumulacion de la subtension particular.
Cuando el entorno cambia, por ejemplo, cuando los priones se transfieren entre
tejidos distintos, se pueden favorecer diferentes subtensiones. Adaptado de la
referencia [18].

Reflexiones finales

Vete a:

El hallazgo de que los priones pueden adquirir resistencia a los
medicamentos tiene implicaciones significativas para el disefio de

farmacos. Medicamentos dirigidos a prPsc puede tener que

administrarse en combinacién, como en el caso de los virus, en
particular el VIH. Alternativamente, los medicamentos podrian ser

dirigidos para unirse y estabilizar la PrPc o, en vista de la

constatacion de que la ablacidon de PrP¢, al menos en animales, no
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es perjudicial para la salud [21], [22], para suprimir su sintesis. En
la actualidad no hay medicamentos terapéuticamente utiles
disponibles, pero profundizar la comprension de la biologia
molecular de los priones puede allanar el camino hacia nuevos
enfoques.

Vete a:
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