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[ Introduccién ]

El plegamiento de las proteinas constituye una de las areas con grandes perspectivas
en la investigacién bioquimica, ya que parece ser la base de importantes enfermedades
neurodegenerativas en seres humanos y animales, que se han denominado en conjunto
como Encefalopatias Espongiformes Transmisibles (EETs). Tales patologias comparten
las siguientes caracteristicas:

a.) Un periodo de incubacion prolongado de meses o afos.

b.) Una enfermedad neurolégica progresiva y debilitante que siempre es
fatal.

c.) Al examen microscépico, los extractos de tejido cerebral revelan la
presencia de fibrillas;

d.) Los cambios patoldgicos parecen estar confinados al SNC.

Entre las que afectan al humano se encuentran cinco enfermedades raras: el Kuru, en-
fermedad de Creutzfeldt-Jacob (ECJ), el sindrome de Gertsmann-Straussler-Scheinker,
el insomnio familiar fatal (IFF) y una variante nueva de la enfermedad de
CreutzfeldtJacob (nvCJ). En los animales los tipos especificos de EETs incluyen al
Scrapie, el cual afecta a los borregos y cabras; la Encefalopatia Espongiforme Bovina
(EEB) que afecta a los bovinos, la Encefalopatia Transmisible del Visén; la
Encefalopatia Espongiforme Felina (EEF) y la enfermedad debilitante crénica del ciervo
y el venado.

Estas patologias, y especialmente EEB, han afectado fuertemente las relaciones comer-
ciales a nivel internacional y constituyen en la actualidad todo un desafio para los servi-
cios sanitarios oficiales en la busqueda de procedimientos efectivos para su prevencion,
control y erradicacion . Esta revision aborda la fisiologia del plegamiento proteico, para
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luego dar paso a un analisis general de los mecanismos moleculares que explican el
desarrollo de las encefalopatias espongiformes mas importantes del ser humano y de
los animales.

[ Fisiologia ]

El plegamiento de proteinas no es una busqueda aleatoria de todas las conformaciones
posibles, sino que se lleva a cabo mediante la estabilizacién progresiva de inter-
mediarios correctos, que se van formando por etapas sucesivas y rapidas. Dentro de
este proceso, también se forman intermediarios incorrectos, que no llevan a la for-
macién de la proteina nativa (madura), sino que quedan en un estado denominado
"trampa cinética".

Existen tres modelos que se han propuesto para explicar el proceso de plegamiento en
las proteinas:

* Nucleacidn: en este caso existirian lugares especificos de la cadena polipeptidica que
adquieren un estado avanzado de plegamiento, y que actuan como centros de
estructuraciéon para el resto de la cadena, formando una especie de nucleos o semillas
de plegamiento.

* Colapso hidrofébico: en esta situacion, los dominios o sectores hidrofébicos de la
cadena se plegarian primero, en forma bastante densa o «empaquetada», y luego se
plegarian las estructuras secundarias hidrofilicas.

* Estructuracion: es un modelo semejante al anterior, pero en este caso los dominios
hidrofébicos se pliegan después que los hidrofilicas.

En muchas proteinas, generalmente de tamafio pequefio, durante el proceso de ple-
gamiento solo se observan 2 estados conformacionales: plegado o nativo (N) y
desnaturalizado o desplegado (U), los que se encuentran en un rapido equilibrio. En
otras proteinas de mayor tamano, es posible apreciar un estado intermediario deno-
minado glébulo fundido (M), que contiene la estructura secundaria nativa pero sin las
interacciones que determinan la conformacion terciaria. Por lo tanto sus caracteristicas
principales son:

- menos compacto que la estructura nativa

- mas compacto que la estructura desplegada
- con gran cantidad de estructura secundaria
- con cadenas laterales desplegadas

Este glébulo se forma por la fuerza de unién entre grupos hidrofébicos, quienes llevan a
cabo el agrupamiento mediante el llamado colapso hidrofébico, y por la formacion de
estructuras secundarias estables.

La formacion de a-hélices y hojas B es la clave del proceso de plegamiento. Al respecto,
se debe mencionar que la cadena polipeptidica tiene 2 grados de rotacion definidos:

* fi (@): alrededor del enlace entre el nitrégeno y el carbono ( de la cadena
principal.
* psi (¥): entre el carbono ( y el carbono del grupo carbonilo.

La conformacion de la cadena principal queda definida cuando se determina el valor de
¥y @ para cada uno de los residuos de la cadena. Algunas conformaciones no pueden
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existir debido a impedimentos estéricos. Los aminoéacidos tienen tendencia a formar dis-
tintas conformaciones secundarias, por lo que su presencia en la cadena determina
también la forma de la estructura secundaria que predominara. Sin embargo y como
ocurre en muchos casos, es el contexto en que se encuentran esos aminoacidos el que
sera decisivo a la hora de determinar la conformacién final.

Sin embargo, existen lugares dentro de la proteina que adquieren conformaciones ple-
gadas de manera mas o menos independiente respecto del resto de la cadena, por lo
cual se les ha denominado unidades de plegamiento auténomo. Estas unidades quedan
determinadas por las interacciones de los aminoacidos que la conforman.

A medida que avanza el plegamiento, las estructuras secundarias comienzan a
interaccionar entre si, formando las denominadas estructuras supersecundarias vy
marcando tendencias o patrones de plegamiento en la proteina. Este plegamiento es
llevado a cabo y esta dirigido por las mismas interacciones que estabilizan la estructura
nativa final.

El ambiente intracelular ofrece una gran cantidad de posibles interacciones entre las
distintas moléculas que alli se encuentran, por lo que la célula ha debido establecer
mecanismos que aseguren el plegamiento completo, rapido y funcional de las proteinas
sin que desarrollen enlaces o interacciones indeseadas en el proceso. Es asi como
existen proteinas que facilitan y aceleran el plegamiento correcto de otras proteinas,
como es el caso de la isomerasa de puentes disulfuro (PDI) y las chaperonas. Uno de
los elementos mas importantes a considerar, es que las proteinas son muy poco
estables, es decir, la diferencia de energia libre entre los estados plegado y desna-
turalizado de una proteina de 100 residuos es de 10 Kcal/mol. Esta inestabilidad se ha
explicado de la siguiente manera:

- Las proteinas se caracterizan por interactuar con muchas otras moléculas, donde
ademas estan sometidas a cambios conformacionales que les permiten llevar a cabo
todas sus funciones de manera eficaz. Si tuvieran una estructura muy estable, las
proteinas verian dificultada su posibilidad de llevar a cabo estas modificaciones, o bien,
las harian a costa de un gran gasto energético.

- Durante el plegamiento se generan intermediarios incorrectos que son mas estables
que sus precursores. Sin embargo, debido a que la diferencia termodinamica es peque-
na, se facilita la correccién o eliminacién de estas estructuras.

- Las proteinas una vez sintetizadas son llevadas a sus puntos de destino, para lo cual
muchas de ellas deben atravesar por distintas membranas celulares. Por lo tanto, deben
ser facilmente modificadas a una conformacion que les permita junto a otros me-
diadores ser transportadas por esas estructuras.

- Las proteinas una vez cumplida su funcion deben ser facilmente eliminadas, por lo que
su inestabilidad permite a la célula llevar a cabo estos mecanismos degradativos.

Otra situacion que llama la atencién a los cientificos es la similaridad de estructuras
nativas de distintas proteinas cuyas secuencias primarias son completamente diferen-
tes. El proceso de plegamiento en estos casos se basa mas en la importancia relativa y
en la distribucién de dominios hidrofébicos e hidrofilicos que en las secuencias de
aminoacidos de ellas.

[ Patologia ]
Las EETs corresponden a una serie de patologias cuya causa primaria es un defecto en

el plegamiento de proteinas especificas. Cada una de estas enfermedades se asocia a
un tipo particular de proteina, pero todas ellas desarrollan un plegamiento patolégico
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que tiene caracteristicas comunes.

El eslabon inicial de la enfermedad lo constituye una proteina normal y soluble, ya sea
en su conformacion primaria o terciaria (funcional), que es sometida a una denaturacion
parcial con la apariciéon de un estado intermediario de plegamiento. Aparentemente, el
punto clave del proceso patolégico se encuentra a este nivel, donde la cadena
aminoacidica es capaz de interactuar con otras moléculas intermediarias de otras pro-
teinas del mismo tipo y conformar de esta manera una estructura fibrilar de caracte-
risticas insolubles.

Forma soluble intermediario de plegamiento que expone cadena de aminoéacidos
interaccién con otros intermediarios en estado similar forma fibrilar insoluble.

Esta forma fibrilar es capaz de agregarse con otras del mismo tipo, para comenzar a
formar los denominados amiloides o placas amiloidoticas al interior de la célula en un
principio, y posteriormente en el extracelular en distintos 6rganos del cuerpo.

Las primeras agregaciones insolubles actian como nucleos o semillas de depdsito, que
favorecen la formacién de otras estructuras similares y aceleran la progresion de la
enfermedad (Figura 1).

FIGURA 1
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Aparentemente la etapa limitante del proceso es la formacién de esos nucleos, ya que
normalmente la agregacién de intermediarios proteicos se da por enlaces e
interacciones altamente desfavorecidas ya sea por la repulsidon misma de las moléculas
como por la acciéon de otras proteinas chaperonas. Sin embargo, los nucleos ya
constituidos sobrepasan estas barreras y determinan la agudizacién del cuadro.

Otro hallazgo interesante corresponde a la estructura misma de los amiloides: se disefid
un experimento con el precursor soluble del prién humano, el cual fue sometido a una
denaturacion suave por la reduccidon de sus puentes disulfuro. Esta denaturacion
permite la formacién de un intermediario de su plegamiento. Lo sorprendente, es que la
forma nativa esta constituida en su mayoria por ahélices, pero su intermediario se
conforma basicamente por hojas-B. Posteriormente se elimina el reductor de puentes
disulfuro, y la proteina adquiere su plegamiento patoldgico, constituido basicamente por
hojas-3.

Experimentos subsecuentes intentaron determinar si otras proteinas, a parte de aque-
llas vinculadas con las enfermedades mencionadas, eran capaces de generar
agregaciones fibrilares bajo algunas condiciones denaturantes predisponentes. El re-
sultado fue sorprendente, ya que practicamente todas las proteinas estudiadas llegaban
a desarrollar plegamientos afuncionales e. insolubles, similares a los encontrados
anteriormente. Se sostuvo entonces la hipétesis experimental de que el amiloide puede
ser un estado comun de todas las proteinas.

Se determind asimismo la estructura de estos agregados, llegandose a concluir en to-
dos los tipos las siguientes caracteristicas comunes (Figura 2):
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FIGURA 2

* Ellos corresponden a protofilamentos con segmentos especificos de
hojas-R.

* Con arreglo helicoidal.

* Con puentes de hidrogeno entre las cadenas y paralelos al eje de la
fibra, entregandole gran estabilidad a la estructura.

En condiciones fisioldgicas, estos filamentos resultan indestructibles.

La célula ha creado mecanismos defensivos que la protegen de estas formas pato-
I6gicas, ya que normalmente se estan creando durante los procesos de plegamiento de
las distintas proteinas.

Los mecanismos protectivos mas importantes son:

a) Seleccion de secuencias que se pliegan en forma globular, ocultando rapidamente la
cadena peptidica y los residuos hidrofébicos.

b) Cooperatividad durante el plegamiento. Esto significa que las mismas unidades o
dominios de plegamiento de una proteina adoptan conformaciones que tienden a ocultar
y proteger la cadena peptidica, cooperando con interacciones intramoleculares en la
tarea del plegamiento general.

c) Esta cooperatividad dentro de la molécula, se complementa con el ambiente
intracelular que normalmente esta controlado a un pH y T° ideales para un plegamiento
correcto. Ademas, las chaperonas y diversos mecanismos degradativos refuerzan la
proteccion de la célula sobre las conformaciones proteicas patologicas.

Entre los factores predisponentes se pueden mencionar:

* Disminucién del pH a nivel de endosomas y/o lisosomas, lo que genera
condiciones reductoras de los puentes disulfuro.

* Mutaciones que pueden desestabilizar la estructura nativa.

* Generacion de fragmentos peptidicos por mecanismos de degradacion
parcial, que pueden ser potenciales sustratos de un plegamiento
patoldgico.

Con toda esta informacion se ha llegado a sostener que el fin evolutivo de la rapidez en
el proceso de plegamiento en las proteinas no solo se basa en el desarrollo de gran
eficiencia en su desempefo, sino que también permite evitar la formacion de
agregaciones amiloides insolubles.

[ Encefalopatia Espongiforme Bovina (EEB) ]

En la actualidad se esta investigando con gran interés al priéon causante de la EEB,
catalogada como una enfermedad emergente de gran impacto en el comercio interna-
cional de productos y subproductos de origen animal.
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El mecanismo exacto por el cual la proteina prién normal (PrP€) se convertiria en su for-

ma patoldgica (PrPEEB) es aun desconocido. Existen varias teorias que intentan explicar
este fendmeno.

Teoria del dio mortal o de la proteina sola

Es la teoria mas aceptada, y fue propuesta por Prusiner en 1982. Parte del supuesto
que las diferencias entre PrPEEB y PrP¢ no se deben a diferencias de estructura primaria
entre ambas proteinas. Tanto la PrP® como la PrPEEB existen como moléculas aisladas
(mondmeros) o como asociaciones de dos moléculas (dimeros) en estado de equilibrio.
En los dimeros formados por una PrP¢ y una PrPEEB, ésta ultima catalizaria la con-
version de la PrP® en PrPEEB, A medida que ello se repite, aumentaria
exponencialmente la proporcién de PrPEEB, de modo analogo a como crece por division
una agente infeccioso convencional. La PrPEEB se formaria en vesiculas intracelulares
llamadas lisosomas, donde se incorpora el material fagocitado por la célula. EI medio
4cido caracteristico de estas vesiculas favorece la conversion del PrP¢ a PrPEEB,
Cuando se alcanzan suficientes concentraciones de PrPEEB en el interior del lisosoma,
éste se rompe vy libera al medio PrPEEB y enzimas hidroliticas. Como consecuencia la

neurona degenera y muere y la PrPEEB puede ser captada por otra neurona en la que
se reanuda el ciclo.

Teoria cristalina

Una hipétesis alternativa para comprender la propagacion de la PrP se basa en que su
forma anormal constituye estructuras cristalinas. Después de sintetizada la PrP se
glicosila (es decir se asocia con azucares) y posteriormente se une con la membrana
celular mediante la molécula llamada GPI (glicosilfosfoinositol). La PrP es muy poco
soluble en agua y, en cualquier de las etapas posteriores a sus sintesis, la forma anor-
mal podria formar un cristal PrP infectivo, por el ordenamiento de las moléculas de
PrPEEB. Uno de los sustentos de esta hipétesis es que, en el cerebro de animales y
humanos enfermos, se observan depdsitos de placas amiloideas constituidas por PrP
en estado cristalino, cuya forma es resistente a la degradaciéon enzimatica. El cristal
puede romperse y sus fragmentos también pueden crecer por acoplamiento de molé-
culas idénticas. La teoria cristalina explica la multiplicacién de la PrPEEB en ausencia
de acido nucleicos y define una manera de dispersion de la infeccién, por el traslado de
fragmentos de cristales rotos.

Teoria unificada

El holoprién que tiene PrPEEB (apoprién) y acido nucleico (coprién) invade la célula y la
PrP¢ se convierte en PrPEEB por un proceso que media la PrPEEB del holoprién. El 4cido
nucleico podria ser replicado por polimerasas celulares que requieren de la presencia
de PrPEEB. Alternativamente, luego de que el apoprién entra en la célula, podria
asociarse con algun acido nucleico, que seria replicado. El apoprién estaria constituido
por &cido nucleico, que podria acompafar a la PrPEEB ( lo que nunca ha sido
demostrado) o, por el contrario, ser un componente normal de la células no infectadas,
reclutado por el apopridn y, posteriormente, replicado por enzimas celulares mediante
un proceso estimulado por la presencia de PrPEEB. Sj el acido nucleico del coprién fuera
ARN, su multiplicacion podria seguir un proceso parecido al del virus de la Hepatitis. En
tal caso, la PrPEEB seria indispensable para la replicacion del ARN por enzimas
celulares, como sucede con la replicacion del ARN del virus de la hepatitis, que requiere
de la presencia del antigeno 8. Dado que la enzima responsable de ello (la ARN
polimerasa dependiente del ADN) solo puede multiplicar a ciertos tipos de ARN, se
seleccionarian y amplificarian Unicamente determinados ARN del coprion. Asi se
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comprenderia la existencia de distintas cepas del agente patégeno, pues el pasaje de
holopriones por diferentes hospedadores ocasionaria el cambio de los copriones.

[ Conclusién ]

Alteraciones en el proceso de plegamiento proteico de algunas proteinas celulares han
determinado la aparicién de moléculas indestructibles para los sistemas de control y
degradacion de las mismas células. Ademas, tienen la capacidad de transmitirse a otros
animales susceptibles y reproducir en ellos los mismos fendmenos descritos en su
formacién. Son proteinas capaces de actuar como agentes infecciosos y transformarse
en enfermedades de interés y preocupacion mundial, que tienen implicancias en la sa-
lud de diversas especies animales incluyendo al ser humano. Por tales motivos, es un
gran desafio y una gran necesidad el fortalecer y promover la investigacion molecular
del proceso de plegamiento proteico, ya que el mejor entendimiento de la formacién de
amiloides fibrilares y sus causas, resultara en el conocimiento de la patogenia de las
EETs y de las opciones para su prevencion, control, diagndstico y tratamiento.
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