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Prólogo

Esta tesis doctoral se inicia en septiembre de 2009, en el laboratorio del Dr. José Antonio del 
Río del Departamento de Biología Celular de la Universidad de Barcelona. Forma parte de una 
de las líneas de investigación del grupo, centrada en conocer  el posible rol fisiológico de la 
proteína priónica celular (PrPC) en el sistema nervioso central (SNC).  

La conversión de esta proteína endógena a una forma de plegamiento anómalo denominada 
PrPSC constituye el evento clave en el desarrollo de las encefalopatías espongiformes 
transmisibles (EETs). Aunque el conocimiento de la bioquímica y transmisibilidad de PrPSC es 
esencial para entender este grupo de enfermedades, la hipótesis de la pérdida de función, 
establecida años atrás, ha impulsado la investigación hacía la forma no-patogénica de la 
proteína. A pesar de que PrPC  parece no ser la causante de la neurotoxicidad observada en las 
EETs, la reducción de sus niveles de expresión durante el desarrollo de la enfermedad 
contribuye probablemente a su fisiopatología.  

En el momento de iniciar este trabajo, ya se había descrito en nuestro laboratorio la 
participación de PrPC en la regulación de la transmisión sináptica y en la neurotoxicidad 
derivada de una sobreestimulación glutamatérgica en el SNC. La disponibilidad de ratones 
knockout para la proteína priónica había permitido reproducir un modelo de excitotoxicdad in 
vivo e in vitro mediante la administración de agentes epileptogénicos como el kainato. Sin 
embargo, se desconocía el rol específico de PrPC sobre los mecanismos moleculares 
implicados. Por otro lado, existían evidencias de la participación de PrPC en otras muchas 
funciones celulares básicas, entre las que destacan los procesos de proliferación y 
diferenciación celular durante el desarrollo y posteriormente en la edad adulta. Con el fin de 
complementar la información existente se había llevado a cabo en el laboratorio un estudio de 
perfil génico PrP-dependiente en células Neuro2a, lo que constituía una importante fuente de 
información disponible para profundizar en la participación de PrPC en los diferentes procesos 
celulares en esta línea de neuroblastoma. 

La introducción de este trabajo resume la información existente sobre la proteína priónica 
celular, su participación en el desarrollo de las enfermedades causadas por priones y sus 
posibles funciones fisiológicas descritas hasta el momento, entrando en mayor detalle en su 
función neuroprotectora y reguladora del ciclo celular. El trabajo se estructura en torno a las 
dos publicaciones derivadas de estos cuatro años de investigación, cuyos resultados se 
discuten y contrastan posteriormente con el fin de aportar una visión más global, aunque 
detallada, sobre el estado del conocimiento a día de hoy.  
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La proteína 
priónica celular 

 
 
1.1. DE LA APARICIÓN DE LAS PRIONOPATÍAS AL DESCUBRIMIENTO 

DE PrPC 

1.1.1.  Reseña histórica  

El descubrimiento de las enfermedades causadas por priones así como la identificación de la 
naturaleza química de este agente infeccioso, suponen un episodio remarcable en la historia de 
la medicina. Los grandes avances en este campo de investigación han sido reconocidos por 
dos Premios Nobel, uno en 1976 a D. Carleton Gajdusek, por sus estudios sobre la 
enfermedad de kuru (Gajdusek et al., 1966), y el otro en 1997 a Stanley B. Prusiner, por el 
descubrimiento del “prion” como agente proteico infeccioso (Prusiner, 1982).  

Debemos remontarnos a mediados del s. XVIII para encontrar los primeros indicios sobre las 
enfermedades espongiformes transmisibles (EETs), un conjunto de enfermedades 
neurodegenerativas que afectan tanto a animales como a humanos (Collins et al., 2004, 
Kovacs and Budka, 2008, Imran and Mahmood, 2011b, a). Ganaderos europeos observaron 
como una enfermedad letal, rápidamente denominada “tembladera” (en inglés, scrapie) por su 
sintomatología, se extendía entre cabras y ovejas (Detwiler, 1992). Pero no fue hasta principios 
del s. XX que se describieron los primeros casos de EET en humanos. Sobre 1930, se produjo 
una alta incidencia de una enfermedad rara llamada Creutzfeldt-Jakob (CJD), caracterizada por 
una degeneración progresiva del sistema nervioso central (SNC) que llevaba a la muerte del 
individuo afectado (Sikorska et al., 2012).  

Tuvieron que pasar varias décadas para que estos hechos cobrasen significancia y se 
encontrase una relación entre las ambas enfermedades. En 1959, Igor Klatzo relacionó la 
neuropatología de CJD con el kuru (Klatzo et al., 1959), una enfermedad de Nueva Guinea 
(Hadlow, 1959, 2008), que afectaba comunidades enteras, especialmente mujeres y niños. 

1 
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Enseguida se identificó la pauta de aparición del Kuru al determinar núcleos de individuos 
afectados que practicaban una forma de canibalismo consistente en la ingestión de las vísceras 
y cerebros de las personas fallecidas, como parte de un ritual funerario.  

Experimentos realizados con chimpancés en los que se inoculaban extractos de cerebros de 
ganado afectado de scrapie (1959), así como de pacientes enfermos de kuru (1966) (Gajdusek, 
1977) y CJD (1968) (Gibbs et al., 1968), sacaron a la luz la transmisibilidad de estas 
enfermedades, que se creían ser consecuencia del llamado “virus lento”. Este término había 
sido introducido por Bjorn Sigurdsson en 1954 y describía que un agente vírico no convencional 
era la causa común de estas enfermedades infecciosas (Sigurdsson, 1954).   

Curiosamente, este agente infeccioso era invisible a los microscopios electrónicos, no se 
transmitía a través de la leche materna y causaba una degeneración del SNC sin provocar 
respuesta inmunológica. Su período de incubación podía ser de hasta 20 años y la probabilidad 
de contraer la enfermedad dependía del volumen del inóculo.  

El descubrimiento del agente patógeno fue atribuido a Stanley B. Prusiner en 1982 (Prusiner, 
1982). Este neurólogo y bioquímico estadounidense desarrolló protocolos efectivos de 
purificación que permitieron el análisis de fracciones ricas en partículas infecciosas, a partir de 
muestras de cerebros enfermos (Bolton et al., 1982, Meyer et al., 1986). Gracias a ello, se 
pudieron identificar partículas de naturaleza puramente proteica, sin ácido nucleico, a las que 
denominó “prión” (Prusiner, 1982), diferenciándolo de otros agentes patógenos como virus, 
viroides, bacterias, hongos o parásitos. Los priones resultaron ser resistentes a algunos 
procesos de degradación proteica, nucleasas, radiaciones ionizantes o ultravioleta (Alper, 
1972) o a la modificación con hidoxilamina, pero perdían su capacidad infectiva si se trataban 
con agentes desnaturalizantes de proteínas como es el fenol o el SDS. Con todo ello se 
establecía la hipótesis  de que la transmisibilidad de las EETs era debida a una única proteína 
(hipótesis del prión) (Prusiner, 1991, Aguzzi et al., 2008a, Tuite and Serio, 2010) que se ha 
denominado PrPSC por ser causante de scrapie o PrPRes por su resistencia total o parcial a la 
degradación por proteasas. Esta proteína parecía ser una forma anómala de la proteína 
priónica celular endógena o PrPC (Prusiner, 1998, Westergard et al., 2007, Linden et al., 2008), 
motivo por el cual no despertaba la respuesta inmunológica del organismo.  

1.1.2. Las prionopatías  

Las EETs o prionopatías son un grupo de enfermedades neurodegenerativas raras e 
invariablemente fatales (Collins et al., 2004, Kovacs and Budka, 2008). Cursan con trastornos 
neurológicos progresivos acompañados de déficits cognitivos, sensoriales y motores, y no 
generan una respuesta inmunitaria ni inflamatoria relevante (Kovacs and Budka, 2009). A nivel 
neuropatológico, los cerebros de pacientes afectados por alguna EET no suelen mostrar 
grandes anormalidades a primera vista. Sin embargo, un examen microscópico detallado revela 
cambios histopatológicos característicos: astrogliosis y microgliosis, amiloidosis y una 
vacuolización neuronal que da una apariencia espongiforme al tejido (ver Figura 1). Este rasgo 
es característico de estas enfermedades pero no es un signo neuropatológico obligado en 
todas ellas (Aguzzi et al., 2001, Budka, 2003).  
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Clasificación de las prionopatías 

Las EETs engloban un gran número de enfermedades neurodegenerativas (ver (Collins et al., 
2004, Aguzzi et al., 2008a, Colby and Prusiner, 2011) para revisión), que se pueden agrupar en 
función del huésped y de su etiología (ver Tabla 1 para clasificación). Estas patologías pueden 
tener origen infeccioso, genético o esporádico y pueden afectar individuos de distintos grupos 
de edades, con largos períodos de incubación antes de la aparición de los primeros síntomas 
clínicos. Su prevalencia es relativamente baja y son todavía incurables. Las principales se 
describen a continuación:  

Prionopatías en animales 
 
Enfermedad 

 
Huésped 

 
Etiología 

 
Año de descripción 

 
Scrapie 
TME 
CWD 
BSE 
EUE 
FSE 
NHP 
 

 
Ganado caprino /ovino 
Visones 
Cérvidos 
Ganado vacuno 
Nyala / kudu 
Felinos 
Lémures 

 
Infección con priones de origen desconocido 
Infección con priones de origen ovino/bovino 
Infección con priones de origen desconocido 
Infección con priones de origen desconocido 
Infección con priones de origen BSE 
Infección con priones de origen BSE 
Infección con priones de origen BSE 

 
 

 
1732 
1947 
1967 
1986 
1986 
1990 
1996 

Prionopatías humanas 
 
Enfermedad 

 
Huésped 

 
Etiología 

 
Año de descripción 

 
Kuru 
sCJD 
fCJD 
GSS 
iCJD 
FFI 
nvCJD 
sFI 
VPSPr 
 

 
Humano 
Humano 
Humano 
Humano 
Humano 
Humano 
Humano 
Humano 
Humano 

 
Canibalismo 
Conversión espontánea PrPC-PrPSC / mutación somática 
Mutaciones en el gen Prnp 
Mutaciones en el gen Prnp 
Infección iatrogénica con priones de origen humano 
Haplotipo Prnp - 178N-129M  
Infección con priones de origen BSE 
Conversión espontánea PrPC-PrPSC / mutación somática 
Conversión espontánea PrPC-PrPSC / mutación somática 

 

 
1957 
1920 
1924 
1936 
1974 
1986 
1996 
1999 
2008 

 

Figura 1. Características histopatológicas de las EETs. Análisis histológico e inmunohistoquímico de muestras 
de córtex frontal de pacientes sanos (fila superior) o pacientes de CJD (fila inferior). Las secciones procesadas 
para hematoxilina-eosina (H-E, izquierda), con anticuerpos contra la proteína ácida fibrilar glial (GFAP, centro) y 
con anticuerpos contra la proteína priónica (PrP, derecha). El marcaje H-E muestra muerte neuronal y una marcada 
espongiosis; el marcaje con GFAP detecta una fuerte proliferación de astrocitos reactivos (gliosis) y el marcaje de 
PrP, un depósito de la proteína a nivel perivacuolar en las muestras de CJD.  Adaptado de (Aguzzi et al., 2001). 
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Enfermedades priónicas en humanos 

� Enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJD):  

A pesar de ser la prionopatía más común en humanos, la enfermedad de Creutzfelt-Jakob 
sigue siendo rara, afectando anualmente en su conjunto a 1-2 individuos por cada millón de la 
población mundial, independientemente del sexo (ver Figura 2 para datos epidemiológicos). Su 
origen puede ser: i) esporádico (sCJD), si aparece sin causa conocida aparente; ii) familiar o 
genético (fCJD), si es el resultado de ciertas mutaciones en el gen codificante para PrPC 
(Figura 5) (Mastrianni, 2010, Cortez and Sim, 2013); iii) iatrogénico (iCJD), si deriva de la 
transmisión accidental del agente patógeno durante la práctica médica u otros procedimientos 
quirúrgicos; y iv) nueva variante (nvCJD), si es consecuencia de la transmisión de la 
encefalopatía espongiforme bovina (BSE) del ganado vacuno a los humanos a través de la 
ingesta de alimentos contaminados.  

Las formas de origen esporádico, familiar o iatrogénico suelen presentarse en personas de 
entre 55 y 75 años, y cursan con un rápido deterioro cognitivo, con diferentes grados de 
disfunción cerebelar, mioclonía y alteraciones en la capacidad visual y el habla, llevando a la 
muerte del afectado varias semanas después de la aparición del primer signo clínico (ver 
(Gambetti et al., 2003, Sikorska et al., 2012) para revisión). A diferencia, la nueva variante de 
CJD afecta a poblaciones más jóvenes (25-35 años), se concentra geográficamente en el 
Reino Unido y su desarrollo es más prolongado. La sintomatología clínica difiere de la de la 
CJD clásica, caracterizándose en un inicio por alteraciones del comportamiento, pérdida de 
memoria, cambios de personalidad y depresión. Posteriormente, el individuo desarrolla 
síntomas neurológicos en forma de alteraciones sensoriales, ataxia, mioclonía y demencia 
progresiva, con el consecuente fallecimiento del afectado aproximadamente 15 meses después 
de la aparición de los primeros signos clínicos.  

� Síndrome de Gerstmann-Sträussler-Scheinken (GSS): 

Es una forma de EET de origen hereditario, producida por mutaciones puntuales en la 
secuencia codificante para la PrPC (ver Figura 5), entre las que destaca la sustitución de una 
prolina por una leucina en el codón 102 (Mastrianni, 2010). Se caracteriza por un inicio 
temprano, entre los 30 y los 60 años de edad, de progresión lenta (3-10 años) y que afecta a 1 
de cada 100 millones de individuos al año. Su sintomatología clínica se caracteriza por pérdida 
de memoria, ataxia cerebelar, demencia, disartria y dismetría ocular entre otros (ver (Liberski, 
2012) para revisión). 

 

Tabla 1. Etiología de las enfermedades causadas por priones. Del inglés. TME: Transmisible mink 
encephalopathy; CWD: Chronic wasting desease; BSE: Bovine spongiform encephalopathy; EUE: Exotic ungulate 
encephalopathy; FSE: Feline spongiform encephalopathy; NHP: Transmissible spongiform encephalopathy in non-
human primates; sCJD: sporadic Creutzfeldt-Jakob disease; fCJD: familial CJD; GSS: Gerstmann-Sträussler-
Scheinker syndrome; iCJD: iatrogenic CJD; FFI: Fatal familial insomnia; nvCJD: new variant CJD; sFI: sporadic 
fatal insomnia; VPSPr: variably protease-sensitive prionopathy. Adaptado de (Imran and Mahmood, 2011b). 
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� Insomnio familiar fatal (FFI): 

Inicialmente conocida como demencia talámica, el FFI es una enfermedad hereditaria causada 
por una mutación (D178N) en el gen Prnp, ligada al polimorfismo M129V (Mastrianni, 2010, 
Cortez and Sim, 2013). Casi 100 casos de FFI han sido reportados hasta el día de hoy. La 
enfermedad aparece entre los 20 y los 72 años, independientemente del sexo y con una 
esperanza de vida de entre 8 y 72 meses. Se caracteriza por insomnio o disrupción del sueño 
acompañado de mioclonía, ataxia, disartria y disfagia, entre otros. También se ha descrito una 
forma esporádica de la enfermedad, llamada insomnio fatal esporádico (sFI) no ligada a 
mutaciones en el gen Prnp (ver (Montagna et al., 2003) para revisión). 

� Kuru:  

Es una enfermedad causada por priones, limitada geográficamente a una comunidad de Papúa 
Nueva Guinea como consecuencia de rituales de canibalismo. El kuru causó a mediados de los 
años cincuenta la muerte del 1-2% de la población, mayoritariamente mujeres y niños, por 
mayor exposición al material de riesgo. El período de incubación de esta enfermedad alcanza 
los 50 años y se presenta en forma de ataxia cerebelar y temblores (ver (Klatzo et al., 1959) 
para revisión). 

 

 

�
 

Enfermedades priónicas en animales  

Las enfermedades causadas por priones afectan de forma natural a muchos mamíferos, 
incluyendo ganado ovino, caprino y bovino, así como visones, ciervos y felinos, entre otros (ver 
Tabla 1) (Imran and Mahmood, 2011a). La falta de casos reportados de mamíferos lepóridos ha 
hecho creer, durante mucho tiempo, que éstos eran inmunes a la infección por priones. Sin 
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Figura 2. Evolución del número de casos confirmados de CJD en España. Fuente: Informe de vigilancia 
epidemiológica de las encefalopatías espongiformes transmisibles humanas. Datos actualizados a 1 de julio de 
2013. Centro Nacional de Epidemiología – Instituto de Salud Carlos III. 
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embargo, datos experimentales recientes demuestran que, a pesar de tener una inusual 
resistencia a esta enfermedad, también pueden contraer la infección (Chianini et al., 2012). 

De todas las prionopatías animales descritas cabe destacar el scrapie y la BSE, ya que han 
supuesto la muerte y sacrificio de enormes cantidades de ganado ovino y bovino comportando, 
no solo grandes pérdidas económicas sino también una importante alarma social y un riesgo 
para la salud pública. La enfermedad debilitante crónica (CWD), que afecta a mamíferos de la 
familia de los cérvidos, también ha ido ganando importancia en las últimas décadas, con un 
incremento de la prevalencia que amenaza en convertirse en un una pandemia.   

� Encefalopatía espongiforme de cabras y ovejas (tembladera o scrapie):  

El scrapie es una enfermedad neurodegenerativa causada por priones que afecta el sistema 
nervioso de cabras y ovejas. Fue descubierto durante el s. XVIII en Inglaterra (1732) y 
Alemania (1759), y desde entonces se ha detectado en todos los países a excepción de 
Australia y Nueva Zelanda. La sintomatología del scrapie tiene un desarrollo muy lento. Se 
inicia con cambios de comportamiento, seguido del desarrollo progresivo de signos 
neurológicos más evidentes, principalmente ataxia, prurito e hiperestesia (alteraciones de la 
sensibilidad) (ver (Detwiler, 1992) para revisión). La esperanza de vida tras la aparición de los 
síntomas es de entre 1 y 6 meses, y no existe ningún tratamiento ni vacuna.  

Actualmente tampoco hay métodos efectivos para inactivar los priones. Se cree que estos 
agentes persisten largo tiempo en partículas del suelo constituyendo un reservorio permanente 
de scrapie infeccioso. No hay evidencias de que el scrapie sea infeccioso en humanos, sin 
embargo su erradicación es de interés público a raíz de la epidemia de la BSE, de su relación 
con la CJD y por sus posibles consecuencias a nivel económico.   

� Encefalopatía espongiforme bovina (BSE):  

La BSE, coloquialmente conocida como “enfermedad de las vacas locas”, fue diagnosticada 
por primera vez en los años 70-80 en el Reino Unido. Se caracteriza por causar una 
degeneración del SNC de los bovinos, incurable, que cursa con la aparición de síntomas en los 
animales adultos, y que progresivamente concluye con la muerte del animal (Smith and 
Bradley, 2003).  

A finales de los años 70 y 80, se produjo una importante epidemia de BSE en Gran Bretaña, 
que afectó, años más tarde a Europa y otros países como Estados Unidos. Se cree que la BSE 
se pudo originar por la transmisión del agente infeccioso desde el ganado ovino al vacuno a 
través de la cadena alimentaria por suplementos nutricionales elaborados con harinas de carne 
y huesos contaminados con el prión. El proceso de fabricación había sido modificado a 
comienzos del 1981, permitiendo un aumento de la supervivencia del agente infeccioso y su 
transmisión. Los casos de BSE fueron incrementando, hasta alcanzar su pico máximo en 1992 
debido al largo período de incubación de la enfermedad (4-5 años). Más de 300.000 reses 
fueron sacrificadas a la vez que se impulsaron nuevas medidas preventivas para paliar el 
importante riesgo que suponía para la salud pública. El problema se resolvió eficazmente a 
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pesar de varios casos reportados en humanos, relacionados con la epidemia de BSE 
(Woolhouse and Anderson, 1997). 

� Enfermedad debilitante crónica (CWD) 

La CWD es una enfermedad neurodegenerativa causada por priones que afecta a los cérvidos, 
entre ellos ciervos y alces. Hasta hace poco era una enfermedad poco conocida que 
aparentemente se limitaba a pequeños núcleos geográficos de Estados Unidos. Sin embargo, a 
día de hoy, los casos se extienden por todo el territorio estadounidense y también Canadá, no 
sólo en animales silvestres si no también en cautiverio. Al parecer, la CWD se propaga de 
forma horizontal entre animales, por contacto directo y/o contaminación del ambiente, lo que 
dificulta el control y prevención de la enfermedad. Por lo general esta patología se manifiesta 
en una pérdida progresiva del peso del animal y cambios en el comportamiento, acompañados 
muchas veces de ataxia y temblores, resultando en la muerte del animal pocos meses después 
del inicio de la sintomatología. 

 

1.2. LA PROTEÍNA PRIÓNICA CELULAR  (PrPC) 

1.2.1.  El gen Prnp

Estructura génica 

La secuenciación de una fracción proteica de 27-30kDa (PrP 27-30) presente en muestras de 
cerebro infectado por scrapie permitió la identificación de un gen: Prnp. Sorprendentemente, el 
gen codificante para PrPSC resultaba hallarse en el lugar que los partidarios de la teoría del 
prión menos esperaban: en el genoma del hospedador (Chesebro et al., 1985, Oesch et al., 
1985). Tanto PrPSC como PrPC compartían la misma secuencia de aminoácidos y eran 
codificadas por un mismo gen (Basler et al., 1986).  

El gen Prnp codifica para la proteína priónica celular, PrPC, activa en el cerebro y otros 
órganos. Es un gen de copia única, localizado en el brazo corto (p) del cromosoma 20 en 
humanos y en el cromosoma 2 en ratones. Los genes Prnp constan de 2 exones (en hámster, 
humanos y marsupiales) o 3 (en rata, ratón, ovinos y bovinos) en función de la especie. Se han 
descrito varios polimorfismos, tanto en el Prnp humano como de ratón, siendo el del codón 129 
crítico para la susceptibilidad humana a las prionopatías (Owen et al., 1990, Gambetti et al., 
2003).  

Genes homólogos de Prnp 

El primer homólogo descrito de Prnp fue Prnd (Watts and Westaway, 2007, Westaway et al., 
2011). Este gen presenta dos exones y codifica para la proteína Doppel (Dpl), una proteína 
GPI-de membrana con cierta similitud con PrPC a nivel de estructura y topología proteica. Se 
expresa en varios tejidos durante el desarrollo fetal, especialmente en los testículos. Las 
mutaciones en este gen o la sobreexpresión de la proteína pueden causar desórdenes 
neurológicos (Moore et al., 1999).  
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Por otro lado, el gen Sprn también muestra cierta similitud a Prnp. Da lugar a una proteína 
llamada Shadoo, que se expresa únicamente en el cerebro, lo que sugiere su participación en 
los fenómenos asociados a priones en el SNC. Su patrón de expresión coincide con el de PrPC, 
por lo que se cree que puede tener un papel compensatorio ante una posible falta de Prnp 
(Daude and Westaway, 2011, Young et al., 2011).    

Mientras Prnd se localiza en el cromosoma junto a Prnp, en una región de no más de 55kDa, 
Sprn, se encuentra en el cromosoma 7 en el ratón y en el 10 en humanos. Todos ellos, 
independientemente del número de exones, presentan un marco abierto completo de lectura 
(ORF) contenido en un único exón.  

1.2.2. La proteína PrPC 

Características estructurales PrPC 

La proteína priónica celular o PrPC es una glicoproteína de 253 aminoácidos (en el humano) 
altamente conservada y anclada a la membrana celular por un dominio glucosil fosfatidil inositol 
(GPI) en su extremo carboxi-terminal. Posee un peso molecular aparente de 33-36kDa en 
geles de SDS poliacrilamida. Su estructura tridimensional se ha determinado mediante 
resonancia magnética nuclear (Zahn et al., 2000) e incluye las siguientes regiones o dominios 
estructurales (Figura 3), muy similares entre especies (revisado en (Watts and Westaway, 
2007, Linden et al., 2008, Mehrpour and Codogno, 2010, Biasini et al., 2012)) (los residuos 
corresponden a una secuencia de ratón):  

- Dominio amino-terminal (N-terminal): Este dominio largo y flexible, sin estructura 
secundaria, corresponde a los residuos 23 a 124 una vez eliminado el péptido señal 
(SP, residuos 1-22) durante la biosíntesis de PrPC en el retículo endoplasmático. A SP 
le sigue una región polibásica (CC, residuos 23-27) importante para el correcto tráfico 
intracelular (Sunyach et al., 2003) y una región compuesta por octapéptidos de 
secuencia PHGGGWGQ (OR u octarepeats; residuos 51-90), capaces de unir cobre 
(Brown et al., 1997) y otros iones bivalentes.  

- Dominio central (CD): Este dominio incluye una región de residuos de carga positiva 
(CC, residuos 95-111) seguida de una región hidrofóbica alta mente conservada (HD, 
residuos 112-130) que sirve como anclaje transmembrana en algunas situaciones.  

- Dominio carboxi-terminal (C-terminal): Es un dominio más estructurado, globular, que 
incluye dos láminas beta (residuos 127-129 y 166-168) y tres hélices alfa (residuos 
143-152, 171-191 y 199-221), seguidas de un péptido señal (residuos 231-254) que se 
elimina durante la biosíntesis para la incorporación del dominio GPI responsable de 
anclar la proteína a la membrana plasmática. También presenta dos puentes disulfuro 
entre dos residuos cisteína de las hélices-�. 

 
A diferencia de PrPC, Doppel no contiene la región de los octarepeats. Presenta una gran 
similitud al dominio C-terminal de PrPC aunque a nivel de secuencia aminoacídica únicamente 
comparten el 25% de homología. En comparación, Shadoo es una proteína de menor número 
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de residuos (98 en ratón) pero con secuencias N- y C-terminal muy parecidas a las de PrPC y 
Doppel. �

 

 

�

Biología celular de PrPC  

Biosíntesis de PrPC 

La biosíntesis de PrPC comparte similitudes con otras proteínas secretables o de membrana. 
Se sintetiza en el retículo endoplasmático (RE), desde donde es dirigida al aparato de Golgi y 
posteriormente a la superficie celular (Figura 4). En la membrana celular, PrPC se ubica 
concretamente en los rafts lipídicos (también llamados rafts lipídicos) (Hugel et al., 2004, Taylor 
and Hooper, 2006, Lewis and Hooper, 2011), que son compartimentos dinámicos de la 
membrana celular, heterogéneos y enriquecidos en lípidos, que sirven como focos de 
transducción de señales intracelulares (Simons and Toomre, 2000).  

Durante su biosíntesis, PrPC sufre varias modificaciones post-traduccionales que incluyen: i) la 
eliminación del péptido señal de su región N-terminal, responsable de dirigir la cadena 
polipeptídica al RE, ii) la adición de dos cadenas de oligosacáridos en residuos de asparagina 
(Asn181 y 197 en humanos; Asn180 y 196 en ratón) del dominio C-terminal (Lawson et al., 
2005), iii) la formación de un puente disulfuro entre dos residuos de cisteína y iv) la adición de 
un grupo GPI una vez eliminado el péptido señal del extremo C-terminal. Como muchas 
proteínas de la superficie celular, PrPC puede sufrir, una vez en la membrana, diferentes tipos 
de roturas endoproteolíticas (ver (Harris, 2003)).  

Glucosilación 

La existencia de una alta conservación en los puntos de glucosilación de PrPC entre mamíferos 
ha impulsado el estudio de las modificaciones postraduccionales de la proteína en busca de 
una significancia funcional.  El tratamiento de PrPC con N-Glucosidasa F (PNGasa F) ha 
permitido comprobar que la glucosilación de PrPC es variable, resultando en formas no 
glucosiladas, mono-glucosiladas y di-glucosiladas, dependiendo del número de sitios de 
glucosilación ocupados por cadenas de oligosacáridos (Haraguchi et al., 1989). Existe una gran 

Figura 3. Dominios estructurales de PrPC. Representado en rojo encontramos el péptido señal (SP) del extremo 
N-terminal, ausente en la forma madura de la proteína. Los octarepeats (OR) se indican en verde. A ellos se unen 
iones de cobre (Cu+). En azul, el clúster de carga positiva (CC). En naranja, la región hidrofóbica (HD). En amarillo 
las láminas-� y en lila las hélices-�. Los dos potenciales puntos de glucosilación se indican como Gly y los puentes 
disulfuro como S. El dominio GPI de anclaje a membrana se representa en cian.  
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variedad de N-glicanos que pueden encontrarse unidos a PrPC, distribuidos en diferentes áreas 
del cerebro.  

La importancia de la glucosilación para el mantenimiento de la estructura de PrPC se ha 
demostrado in vitro mediante la expresión exógena de una PrPC mutada en las secuencias de 
glucosilación (AsnXaaThr), que resulta en una forma con propiedades cercanas a PrPSC, 
incluyendo insolubilidad y resistencia parcial a proteasas (Lehmann and Harris, 1997). Las 
diferencias en glucosilación entre PrPC y PrPSC incluyen también el dominio GPI, con seis 
glicoformas posibles reportadas para PrPSC. Se cree pues que las glucosilaciones de PrP 
tienen un papel clave en modular la estabilidad de PrPC y también su tráfico y distribución 
celular. Aunque la glucosilación no es un requisito para la propagación de PrPSC, sus 
alteraciones pueden ser determinantes en la susceptibilidad a la infección por priones, siendo 
características de cada cepa y presentándose como posibles marcadores de la enfermedad 
(Lawson et al., 2005).  

Topología 

Aunque la mayoría de moléculas de PrPC están ancladas a la membrana plasmática, existen 
otras topologías posibles en función del tipo y el entorno celular. En células que han sido 
transfectadas con PrPC in vitro, se han descrito algunas moléculas que adoptan una orientación 
transmembrana llamada NtmPrP y CtmPrP en función de la orientación de sus secuencias 
respecto el lumen del RE (Hegde et al., 1998b, Harris, 2003).  

Como se da también con otras proteínas, existen pequeñas fracciones de PrPC de plegamiento 
erróneo que son enviadas al citosol desde el RE para su degradación en el proteasoma. Se ha 
observado, mediante el uso de inhibidores del proteasoma en cultivos celulares y en animales 
transgénicos, que la acumulación de pequeñas cantidades de esta PrPC citosólica puede llegar 
a ser altamente neurotóxica y causar neurodegeneración severa independiente de PrPSC 
(Ettaiche et al., 2000, Ma et al., 2002, Wang et al., 2009b). No obstante, este hecho está por 
confirmar, pues existen contradicciones al respecto que incluso le atribuyen un rol 
antiapoptótico (Roucou et al., 2003, Fioriti et al., 2005). 

Endocitosis 

Experimentos de cinética celular con proteína PrPC marcada han demostrado que, una vez en 
la superficie celular, PrPC entra a formar parte de una vía cíclica de reciclaje entre la membrana 
plasmática y el compartimento endocítico (Shyng et al., 1993, Harris, 2003, Prado et al., 2004).  

Aunque ha habido cierta controversia al respecto, la endocitosis de PrPC puede estar mediada 
tanto por caveolas (Peters et al., 2003) como por vías dependientes de clatrina (Shyng et al., 
1994) (Figura 4). Hay que tener en cuenta, sin embargo, que al ser PrPC una proteína anclada 
a membrana mediante un grupo GPI carece de dominios capaces de interaccionar 
directamente con las proteínas adaptadoras de clatrina. En consecuencia, su endocitosis por 
esta vía requiere de componentes intermedios que medien dicha interacción, además del 
movimiento de la proteína fuera de los rafts lipídicos. Hay indicios de que la región de carga 
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positiva del extremo N-terminal de PrPC (Sunyach et al., 2003) así como la unión de cobre 
(Pauly and Harris, 1998) a los octarepeats puedan tener esa función.  

 

�

 

 

También se ha descrito la posible implicación directa del receptor de la lipoproteína de baja 
densidad (LRP1) y/o el receptor de laminina (67kDa) en la internalización de PrPC (Gauczynski 
et al., 2001).  

Expresión tisular y celular de PrPC  

Existen ciertas discrepancias sobre la expresión de PrPC a nivel tisular y celular. Éstas son 
debidas principalmente a las diferentes técnicas (Fournier et al., 1995, Fournier et al., 2000, 
Bailly et al., 2004, Barmada et al., 2004, Fournier, 2008) y anticuerpos (Polymenidou et al., 
2008) empleados para su detección. A ello se le suma la variabilidad en la glucosilación 
(Haraguchi et al., 1989) y los polimorfismos isomórficos (Mastrianni, 2010).  

Aún así, se conoce que PrPC se expresa en varios tejidos y órganos del cuerpo entre los que 
encontramos componentes celulares del sistema inmune, la sangre, el estómago, el corazón o 
incluso el riñón. Sin embargo, su presencia mayoritaria corresponde al SNC, donde se ubica de 

Figura 4. Biosíntesis y tráfico subcelular de PrPC. La proteína priónica celular, una vez sintetizada en el retículo 
endoplasmático (RE), se dirige al aparato de Golgi donde se somete a una serie de modificaciones post-
traduccionales que incluyen: 1) la eliminación del péptido señal, 2) la adición de cadenas de oligosacáridos, 3) la 
formación de un puente disulfuro y 4) la adición del grupo GPI de anclaje a la membrana. En la superficie celular, 
PrPC se internaliza al compartimento endocíticos por vías dependientes y/o independientes de clatrina para su 
reciclaje o su proteólisis. Adaptado de (Brown, 2001, Rajendran et al., 2012).                     
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forma mayoritaria en regiones tales como el cerebelo, bulbo olfativo, estructuras límbicas y el 
complejo nigro-estriado (Sales et al., 1998). A nivel celular, se expresa en varias poblaciones 
neuronales del hipocampo, el tálamo y el neocórtex, así como en células gliales. En las 
neuronas, PrPC predomina en los compartimentos endocíticos, los axones, las dendritas y 
especialmente en el botón sináptico. Su localización exacta en la sinapsis ha creado cierta 
controversia, con publicaciones favorables a su presencia pre-sináptica post-sináptica o en 
ambas (Bailly et al., 2004, Fournier, 2008). En cualquier caso, su presencia en la sinapsis 
sugiere un posible rol en el control de la transmisión del impulso nervioso (Herms et al., 1999, 
Brown, 2001, Sales et al., 2002).  

Al igual que el mRNA, la expresión de PrPC está regulada a lo largo del desarrollo del SNC 
(Manson et al., 1992, Tremblay et al., 2007, Benvegnu et al., 2010). Se ha descrito que los 
niveles de la proteína incrementan desde edad embrionaria E7.5  hasta edad postnatal P20 (en 
ratón), con patrones de expresión específicos según la región cerebral, el tipo celular y las 
propiedades neuroquímicas de cada neurona (Lazarini et al., 1991, Miele et al., 2003, Tremblay 
et al., 2007).  

Mutaciones y polimorfismos 

Se han identificado gran cantidad de mutaciones en el gen Prnp en humanos, principalmente 
asociadas a enfermedades priónicas hereditarias o a polimorfismos (p.e. M129V). Estos 
polimorfismos no siempre causan la enfermedad pero pueden afectar en la susceptibilidad del 
individuo a desarrollarla, así como influir en el período de incubación, la patología o el fenotipo 
(Mastrianni, 2010, Cortez and Sim, 2013). Otras mutaciones, sobre todo las que se localizan en 
los puntos de glucosilación, pueden dan lugar a alteraciones estructurales que también parecen 
tener un papel en el desarrollo de algunas prionopatías (Kiachopoulos et al., 2005, Lawson et 
al., 2005). La Figura 5 resume las principales mutaciones y polimorfismos descritos para Prnp.  

 

Figura 5. La proteína priónica humana y sus mutantes. En la figura se indican las inserciones y mutaciones 
puntuales descritas en el gen Prnp humano en pacientes afectados por GSS, fCJD, FFI o mutaciones asociadas a 
demencia familiar y/o síndromes neuropsiquiátricos (DEM.). El asterisco es indicador de un codón de stop y por lo 
tanto, una proteína truncada. Se indican también los polimorfismos asociados al codón 129 (metionina, M o valina, 
V). SP: péptido señal; CC: clúster de carga positiva; HD: región hidrofóbica; �1, �2, �3: hélices-�; GPI: dominio 
glucosil fosfatidil inositol.El puente disulfuro (S) se genera entre las cisteínas de los residuos 179 y 214, y los 
puntos de N-glucosilación (Gly) corresponden a los residuos 181 y 197. Adaptado de (Aguzzi et al., 2008a).  
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Evolución 

PrPC está presente en una gran variedad de especies. Genes similares a Prnp existen en aves 
(Gabriel et al., 1992), reptiles (Simonic et al., 2000), anfibios (Strumbo et al., 2001) e incluso en 
zebrafish (Syed et al., 2011) y otros peces (Suzuki et al., 2002, Favre-Krey et al., 2007) además 
de en todos los mamíferos (van Rheede et al., 2003). Sin embargo, no se ha descrito la 
presencia de homólogos en organismos más primitivos como insectos, cefalópodos o 
protozoos. Aunque la identidad en secuencia entre los homólogos conocidos de PrPC es 
limitada se conoce que las proteínas resultantes varían en contenido aminoacídico, teniendo 
entre 250 y 600 aminoácidos aproximadamente (Simonic et al., 2000, Favre-Krey et al., 2007). 

Estudios comparativos de las estructuras disponibles sugieren que todas las moléculas de PrPC 
comparten un rasgo común característico: un extremo N-terminal flexible, con una región 
cargada positivamente y unida a un dominio globular carboxi-terminal (Wopfner et al., 1999). El 
plegamiento de este dominio globular incluye la formación de un puente disulfuro altamente 
conservado (Maiti and Surewicz, 2001), aunque la secuencia primaria muestra una diversidad 
considerable. Estos dos dominios se unen mediante una región hidrofóbica, que es la región 
más conservada entre todas las especies (Harrison et al., 2010). Los puntos de glucosilación y 
las secuencias responsables del procesamiento de la proteína precursora también muestran un 
grado considerable de conservación (van Rheede et al., 2003). La región de los octarepeats, 
sin embargo, ha experimentado un fenómeno de expansión y retracción, variando en el número 
de repeticiones de entre 2 y 7 según la especie (van Rheede et al., 2003).   

1.2.3. Una proteína, dos conformaciones: PrPC y PrPSC  

La hipótesis del prión  

La conversión de la forma celular de PrP (PrPC) a la forma patógena (PrPSC) constituye el 
evento principal de las enfermedades causadas por priones (Pan et al., 1993, Shen and Ji, 
2011). Según la hipótesis del prión, la forma endógena normal de PrP, ya sea resultante de un 
proceso infectivo o consecuencia de mutaciones desestabilizantes, sufre un cambio 
conformacional que la transforma en PrPSC. Ésta, debido a la insolubilidad que le caracteriza, 
se deposita en el citoplasma neuronal formando extensos agregados y causando efectos 
citotóxicos (Pan et al., 1993, Tuite and Serio, 2010). La proteína patógena generada es, a su 
vez, capaz de transformar más moléculas de PrPC, resultando en una reacción en cadena que 
lleva a la reducción de los niveles endógenos de PrPC y al acúmulo de PrPSC en los tejidos del 
huésped. Se cree que esta agregación es el evento patogénico principal que lleva al proceso 
neurodegenerativo (Satheeshkumar et al., 2004, Aguzzi and Calella, 2009). 

Modelos de conversión de PrPC a PrPSC  

Existen dos modelos principales que describen el cambio conformacional de PrPC a PrPSC 
(Figura 6). Éstos se resumen a continuación.  
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Modelo de Plegamiento  

De acuerdo con este modelo, PrPSC existe en forma de monómero termodinámicamente más 
estable que PrPC. Sin embargo, esta conformación favorecida es cinéticamente inaccesible por 
sí sola. En este escenario, el punto crítico para la conversión es la formación de un 
heterodímero entre PrPSC y PrPC, en el que PrPSC actúa como un molde para catalizar el nuevo 
plegamiento a la conformación más estable (Georgieva et al., 2004). Este proceso requiere 
atravesar una barrera energética muy grande pero es apoyado por estudios in vitro que 
demuestran que una estructura compuesta principalmente por hélices-� es capaz, 
espontáneamente, de convertirse en una estructura de contenido mayoritario de láminas-� 
(Weissmann and Aguzzi, 1999, Satheeshkumar et al., 2004).  

Modelo de Nucleación-Polimerización 

Este otro modelo propone que ambas proteínas, PrPC y PrPSC o un precursor de ésta, se 
encuentran en un equilibrio termodinámico reversible, favorable a la conformación PrPC. El 
paso de PrPC a PrPSC ocurre únicamente cuando varias moléculas de la forma anómala se 
agrupan en un núcleo o “semilla” estable. Este núcleo, una vez formado, lleva al reclutamiento 
de monómeros de PrPC que cada vez más rápido adoptan la conformación de PrPSC y dan 
lugar a un agregado amiloide. Con esta estructura cristalina formada, PrPSC se estabiliza. La 
fragmentación de estos agregados supone a su vez un incremento del número de núcleos que 
pueden reclutar más monómeros de PrPSC, simulando una replicación aparente del agente 
infeccioso (Aranda-Anzaldo, 1992).  

�
 

 

Ambos modelos coinciden en la necesidad de la presencia de PrPC para que se pueda dar una 
infección por priones (Sailer et al., 1994). Esta idea se corroboró posteriormente con la 

Figura 6. Modelos de conversión de PrPC en PrPSC. a) Modelo de plegamiento 
o refolding. b) Modelo de nucleación-polimerización o seeding. Adaptado de 
(Aguzzi et al., 2001). 
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generación de un modelo de ratón knockout (KO) para Prnp que resultó ser resistente a este 
agente infeccioso (Bueler et al., 1993, Weissmann et al., 1994).  

Diferencias bioquímicas y estructurales entre PrPC y PrPSC 

Determinar las características bioquímicas y estructurales de PrPSC no ha sido una tarea fácil 
debido a las dificultades en su purificación a gran escala, su insolubilidad y su heterogeneidad. 
Aún así, se conoce que PrPSC tiene un peso molecular similar al de su homóloga no patológica 
(30-35kDa) y presenta también diferentes grados de glucosilación (Lehmann and Harris, 1997, 
Lawson et al., 2005). Además de su naturaleza oligomérica, las características más 
destacables de PrPSC son su insolubilidad y su inusual resistencia a la degradación por 
enzimas proteolíticas como la proteinasa K (PK) (Prusiner, 1998, Colby and Prusiner, 2011). El 
núcleo resistente a PK corresponde normalmente a la región C-terminal, muchas veces 
denominada PrP27-30 por su peso molecular (Oesch et al., 1985). Es este fragmento resistente 
el que tiene tendencia a formar los agregados y el que constituye el elemento principal de las 
placas amiloides (Aguzzi and Calella, 2009). 

Otras características destacables de la PrPSC hacen referencia a su estructura secundaria. 
Como se ha mencionado anteriormente, el cambio conformacional de PrPC a PrPSC supone la 
transformación de una estructura rica en �-hélices (Huang et al., 1994) a una de alto contenido 
en láminas-� (Huang et al., 1995). La estructura química que adquiere el prión le hace, 
además, resistente a las altas temperaturas, radiación ionizante y ultravioleta (Alper, 1972), así 
como a los métodos estándar de esterilización. La Tabla 2 resume las diferencias más 
significativas entre ambas proteínas.  

PrPC PrPSC 
Estructura rica en hélices-� 
(42% hélices-� / 3% láminas-�) 

Estructura rica en láminas � 
(30% hélices-� / 43% láminas-�) 

Susceptible a degradación por proteasas Resistente a la degradación por proteasas 

Soluble a detergentes no desnaturalizantes Insoluble en detergentes no desnaturalizantes 

Presente en forma de monómeros Presente en forma de agregados proteicos 

No resistencia extrema a radiaciones 
ionizantes y ultravioletas 

Resistencia a radiaciones ionizantes y 
ultravioletas 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Conformación normal 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Conformación alterada 

�

 

¿Cómo llega PrPSC a infectar el SNC?  

Llegados a este punto, uno se pregunta cómo puede el prión llegar a dañar el SNC, que resulta 
ser el único compartimento del organismo que presenta una degeneración clínica e 

Tabla 2. Diferencias bioquímicas y estructurales entre PrPC y PrPSC. 



Introducción | La proteína priónica celular 
�

20 |  
 

histopatológicamente detectable (Aguzzi et al., 2001). Son varias las aproximaciones que se 
han realizado in vitro con el fin de reproducir la infección y la replicación del prión. Varias líneas 
celulares, tanto neuronales como no neuronales (Grassmann et al., 2013), así como cultivos 
organotípicos (Falsig et al., 2012) y neuroesferas (Iwamaru et al., 2013) han sido infectadas de 
forma eficiente y son capaces de mantener el proceso replicativo. Asimismo, el tratamiento in 
vitro con un péptido sintético perteneciente a la región central de PrPC parece reproducir los 
eventos que se producen en el cerebro, a nivel celular, en los últimos estadios de la patología 
priónica (Aguzzi et al., 2001, Gavin et al., 2005, Mabbott and MacPherson, 2006, Vilches et al., 
2013). 

Como hemos comentado anteriormente, existen diferentes vías de entrada de priones en el 
organismo. En casos de exposición al patógeno por consumo de alimentos contaminados, 
como en la BSE, el agente infeccioso es capaz de atravesar el epitelio intestinal y ser 
transportado y acumulado en los tejidos linfoides tales como el bazo, los ganglios linfáticos o 
las amígdalas, entre otros. Desde aquí, los priones pueden replicarse y colonizar el sistema 
inmune a través de la infección de linfocitos, macrófagos y células dendríticas de los centros 
germinales, que expresan cantidades considerablemente altas de PrPC (Cashman et al., 1990, 
Kitamoto et al., 1991, Aguzzi and Calella, 2009). En una segunda etapa, PrPSC asciende 
retrógradamente a través de las fibras eferentes del sistema nervioso simpático y 
parasimpático (Beekes et al., 1998, McBride et al., 2001), alcanzando la médula espinal y 
finalmente el encéfalo. También se ha detectado presencia de priones en la saliva, la placenta 
y en las heces de animales infectados, por lo que también suponen un elemento de riesgo para 
la transmisión del prión por vía oral (Gough and Maddison, 2010).  

Además de esta vía, también se han descrito otras formas de neuroinvasión. Se han reportado 
varios casos de propagación de priones directamente al cerebro durante procedimientos 
quirúrgicos (p.e. trasplantes de córnea o injertos de duramadre) así como a través del sistema 
circulatorio mediante transfusiones sanguíneas de individuos infectados (Barrenetxea, 2012). 
Finalmente, también se ha reportado la transmisión eficaz de priones por aerosoles, los cuales 
llevan a cabo la invasión de estructuras neuronales desde las vías respiratorias sin necesidad 
de una replicación previa del agente infeccioso en los órganos linfoides (Haybaeck et al., 2011).  

Pérdida de función vs ganancia de toxicidad  

La conversión de PrPC a PrPSC abre el debate sobre si las enfermedades por priones son 
resultado de la pérdida de función de PrPC (del inglés, “Loss-of-function hypothesis”), o de la 
ganancia de toxicidad de PrPSC (del inglés “Gain-of-function hypothesis”). Por un lado, si PrPC 
tiene un rol importante en alguna función fisiológica básica, como parece que se está 
demostrando (Lasmezas, 2003, Westergard et al., 2007), la reducción de sus niveles  puede 
comportar el desarrollo del fenotipo y la neurodegeneración observada en las enfermedades 
priónicas (Hetz et al., 2003). No hay que olvidar, sin embargo, que tanto la ausencia de PrpC en 
el animal Prnp-knockout (Bueler et al., 1993) como la expresión de formas funcionales de PrPC 
con mutaciones en tan solo un único aminóacido (p.e. la sustitución D167S en la región �2-�2 
de PrPC en el ratón Tg(Mo167S)), confieren resistencia a la infectividad por priones (Bett et al., 
2012). 
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Por otro lado, si los efectos tóxicos derivan de PrPSC, un aumento de sus niveles conllevará un 
incremento de la toxicidad. Hay que tener en cuenta, por eso, que aunque sí se ha asociado 
cierta toxicidad a la agregación de PrPSC, no queda clara una correlación espacial entre estos 
procesos de muerte y los depósitos de PrPSC (Brandner et al., 1996). Se cree que son las 
formas oligoméricas intermedias las responsables de esta toxicidad (Aguzzi and O'Connor, 
2010).  

Probablemente es la suma de ambos factores la responsable del desarrollo de la patología 
priónica (Shen and Ji, 2011). En base a esta idea, se han generado nuevas líneas de 
investigación dirigidas al estudio de las prionopatías, que podrían agruparse en dos grandes 
aproximaciones, una focalizada al estudio de PrPSC, su transmisibilidad y mecanismo de 
infección y toxicidad, y otra destinada a conocer más en detalle las funciones fisiológicas de 
PrPC y su posible alteración en respuesta diferentes mutaciones o a cambios en los niveles de 
expresión de la proteína.  
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2.1. ESTRATEGIAS PARA EL ESTUDIO DE LAS POSIBLES FUNCIONES 
FISIOLÓGICAS DE PrPC 

Son varias las estrategias que se han desarrollado para llegar a conocer la función fisiológica 
de PrPC. Aunque la utilidad de los animales transgénicos es incuestionable, otras 
aproximaciones basadas en estudios in vitro con modelos celulares, también han aportado 
información relevante. Es cierto, que los resultados obtenidos de modelos in vivo no siempre 
correlacionan con los obtenidos in vitro, probablemente por una marcada especificidad celular o 
por influencia del entorno extracelular. Aún así, cualquier estudio al respecto es esencial y muy 
valioso para conocer el rol de PrPC y llegar a entender las bases moleculares de las 
enfermedades causadas por priones.  

2.1.1. Modelos in vivo : el uso de animales transgénicos para el estudio 
funcional de PrPC 

El uso de técnicas de recombinación homóloga y de clonaje de cDNA permitió sobre los años 
90 la generación de ratones Prnp-knockout (Locht et al., 1986). La alta conservación de la 
proteína entre mamíferos (van Rheede et al., 2003) había creado una gran expectación 
alrededor de la generación de estos modelos transgénicos, creyendo que revelarían la función 
fisiológica de PrPC. Sin embargo, estos animales resultaron no mostrar un fenotipo claro 
(Steele et al., 2007). Este hecho llevo a pensar que, o bien PrPC no era tan esencial como se 
creía para la supervivencia y desarrollo del organismo (Bueler et al., 1992, Manson et al., 1994, 
Weissmann and Bueler, 2004) o bien existían mecanismos compensatorios que estaban 
enmascarando su verdadera función (Steele et al., 2007). 

2 
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Años después, tras un estudio más detallado, se fueron desvelando diferentes fenotipos en el 
ratón Prnp-knockout, entre los que encontramos su resistencia a la infección por priones 
(Bueler et al., 1993, Sailer et al., 1994, Weissmann et al., 1994). Este fenotipo, que es el más 
importante que se ha descrito, corrobora la hipótesis de que se requiere de la proteína 
endógena para la replicación del prión (Aguzzi et al., 2001, Aguzzi et al., 2008b). 

Las características de los principales ratones transgénicos generados hasta el día de hoy para 
el estudio de PrPC se resumen a continuación (ver (Weissmann and Flechsig, 2003, Linden et 
al., 2008) para revisión). 

Modelos Prnp-knockout

Las primeras líneas de ratones transgénicos en los que se había eliminado el gen de PrPC 

fueron denominadas Zurich I (Bueler et al., 1992) y Edinburgh (Manson et al., 1994), en 
referencia a la ciudad donde se habían generado (Tabla 3). Ambos ratones mostraban 
resistencia a priones pero ningún otro fenotipo a primera vista. Más tarde se describieron 
ciertas alteraciones a nivel de transmisibilidad sináptica (Collinge et al., 1994, Herms et al., 
1995)  y una mayor  susceptibilidad a estrés oxidativo (Brown et al., 2002), y excitotoxicidad por 
glutamato (Walz et al., 1999, Rangel et al., 2007, Khosravani et al., 2008). Al ratón Edinburgh, 
también se le asociaron alteraciones en ritmos circadianos (Tobler et al., 1996) y déficits 
cognitivos (Criado et al., 2005).  

Cepa Mecanismo de generación Background Fenotipo 
Wild type 

(Wt) 
Exón 3 y regiones adyacentes no 
codificantes (UTR).  Sin fenotipo 

Zurich I 
(ZrchI) 

 

Reemplazamiento de los residuos 
4-187 con un casete Neo. 

 

c57BL/6J x 
129/Sv 

Desarrollo normal. 
Déficits en transmisión sináptica. 
Sensibilidad incrementada a estrés 
oxidativo y a la excitotoxicidad por 
glutamato 

Edinburgh 
(Edbg) Interrupción del ORF en 

posición93 e introducción de un 
casete Neo. 

 

129/Ola 

Desarrollo normal. 
Alteración en ritmos circadianos. 
Déficits cognitivos y sinápticos. 
Sensibilidad incrementada a estrés 
oxidativo y a la excitotoxicidad por 
glutamato 

Nagasaki 
(Ngsk) 

Reemplazamiento de parte del 
intrón 2, el ORF completo y parte 
del 3’ UTR por un casete Neo. 

c57BL/6J x 
129/Sv 

 
Ataxia cerebelar y pérdida selectiva 
de células de purkinje. 

Rcm0 
 
 

Reemplazamiento de parte del 
intrón 2, el ORF completo y parte 
del 3’ UTR por un casete de HPRT 

c57BL/6J x 
129/Sv 

Ataxia cerebelar y pérdida selectiva 
de células de purkinje. 

Zurich II 
(ZrchII)�

 
 

Reemplazamiento desde 0,27 kb 
del intrón 2 hasta 0,6 kb de la 
región adyacente al exón 3 con un 
lugar loxP. 

c57BL/6J x 
129/Sv 

Ataxia cerebelar y pérdida selectiva 
de células de purkinje. 

 

 

Tabla 3. Estrategias de generación de ratones Prnp-knockout. Resumen de las principales cepas de ratones 
transgénicos KO para PrPC existentes. Se indica también el mecanismo utilizado para su generación y el fenotipo 
observado en cada uno. Neo: neomicina fosfotransferasa; HPRT: hipoxantina fosforribosil transferasa. loxP: 
secuencia derivada del bacteriófago P1. Adaptado de (Weissmann and Flechsig, 2003). 
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Años después, se generaron varias cepas nuevas de animales Prnp-knockout: la Nagasaki 
(Sakaguchi et al., 1996), la Rcm0 y la Zurich II (Tabla 4). Éstas no resultaron ser buenos 
modelos animales, pues los tres mostraban ataxia cerebelar y pérdida selectiva de células de 
purkinje (Flechsig et al., 2003). Los estudios realizados demostraron que este fenotipo era 
reversible mediante la reinserción de PrPC, lo que llevó erróneamente a atribuir esta 
neurodegeneración a la ablación de la proteína priónica celular. La discrepancia en el fenotipo 
de los diferentes modelos Prnp-knockout hizo, más tarde, que se generasen animales 
transgénicos que expresaban formas truncadas de la proteína. Gracias a ellos, se pudo asociar 
la neurodegeneración observada a la sobreexpresión de la proteína Doppel, que no se había 
descrito en los animales Zurich I y que parecía ser consecuencia de la alteración en los 
mecanismos de splicing derivada del procedimiento de generación de estos tres modelos 
transgénicos (Moore et al., 1999). Shmerling y colaboradores habían descrito como la 
expresión en un fondo Zurich I de formas de PrPC carentes de la región N-terminal reproducía 
no solo la ataxia cerebelar de modelos Nagasaki, Rcm0 y Zurich II sino también el rescate de 
fenotipo por reinserción de PrPC. La semejanza de Doppel a esta forma truncada de PrPC, fue 
la que llevó, finalmente, a descubrir la participación de esta proteína en el fenotipo 
degenerativo de estas tres cepas Prnp-knockout (Shmerling et al., 1998). 

Modelos de expresión de formas truncadas de PrPC

Muchas otras cepas de ratones transgénicos de sobreexpresión de formas truncadas de PrPC 
han sido generados desde entonces, presentando fenotipos distintos según los dominios 
eliminados (Shmerling et al., 1998, Li et al., 2007a, Baumann et al., 2009) y proporcionando 
información funcional sobre la diferentes regiones estructurales de la proteína. Los más 
destacados se resumen en la Tabla 4 y se describen a continuación. 

Región N-terminal 

Entre estos mutantes encontramos los que presentan alteraciones en la región de los 
octarepeats. Los experimentos realizados in vitro indican que este dominio es el principal 
mediador de la función neuroprotectora de PrPC ya que la sobreexpresión de formas truncadas 
carentes de los OR o la inserción de repeticiones promueve la muerte celular y altera la 
susceptibilidad a estrés oxidativo in vitro (Sakudo et al., 2003, Yin et al., 2006). No obstante, los 
estudios in vivo realizados con los mutantes carentes de los OR (PrP�32-80, PrP�32-93 y 
PrP�32-106) indican que esta región no es crítica para la función neuroprotectora de PrPC, ya 
que no presentan el fenotipo neurodegenerativo que sí se observa in vivo tras deleciones más 
extensas (p.e. en el animal PrP�32-121 y PrP�32-134 (o PrP�F35)) (Shmerling et al., 1998, Li 
et al., 2007b). Estudios posteriores han asociado esta función neuroprotectora a la región 
polibásica adyacente correspondiente a los residuos 23-31 (Turnbaugh et al., 2011). 

Dominio central 

A pesar de que el uso de péptidos sintéticos que mimetizan el dominio central han resultado 
ser neurotóxicos in vitro (Forloni et al., 1993, Gavin et al., 2005), se ha observado que la 
eliminación del CD in vivo (PrP�94-134 o PrP�CD) da lugar a un fenotipo neurodegenerativo 
progresivo y letal (Baumann et al., 2007), que es reversible mediante la expresión de PrPC wild 
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type o de PrPC carente de la región de los OR. Por otro lado, el mutante PrP�105-125  
presenta una toxicidad mucho mayor a la observada en mutantes con depleción de regiones 
más extensas o incluso en transgénicos de sobreexpresión de Doppel. Parece ser que la falta 
de este dominio produce un incremento en la afinidad de PrPC hacia su hipotético receptor 
responsable de la transducción de señales neurotóxicas (Li et al., 2007a).  

Región C-terminal 

El extremo carboxi-terminal se caracteriza por la presencia de estructuras secundarias 
esenciales para mantener la conformación de la proteína, así como la presencia de un grupo 
GPI capaz de anclar PrPC a la membrana. Se ha descrito que mutantes con depleciones en las 
hélices �1 y �2 desarrollan un fenotipo neurodegenerativo (Muramoto et al., 1997). Sin 
embargo, animales transgénicos que expresan formas solubles de PrPC (del inglés,  
anchorless) por eliminación de su grupo GPI no presentan cambios patológicos apreciables 
(Chesebro et al., 2005).   

   
� � NDG�

- 
 
�32-80 
 
�32-93 
 
�32-106 
 
�32-121 
 
�32-134 
 
�94-134 
 
�114-121 
 
�105-125 
 
�231-254�

��

 
NO 

 
NO 

 
NO 

 
SI 
 

SI 
 

SI 
 

NO 
 

SI 
 

���

�

 

�

 

 

Modelos de sobreexpresión de Prnp o formas mutadas de la proteína 

Cuando un fenotipo determinado es observado tras la ablación de un gen en un animal 
transgénico es importante confirmar la asociación gen-fenotipo mediante la reinserción del 
cDNA en el animal knockout generado. En el caso de PrPC, la sobreexpresión de la forma wild 
type en un background knockout Tg(wtPrP) resulta en la acumulación de PrPC no funcional en 
el organismo, obteniendo un fenotipo similar al derivado de una ausencia de PrPC. 

Tabla 4. Fenotipo neurodegenerativo en ratones Prnp-knockout que 
expresan formas truncadas de PrPC. La molécula PrPC wt se muestra en la 
parte superior. Los dominios de la proteína eliminados se han substituido por una 
línea negra. Los aminoácidos correspondientes y la presencia/ausencia de  
neurodegeneración (NDG) se indican a la derecha.  Adaptado de (Aguzzi et al., 
2008a, Linden et al., 2008).�
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Concretamente, la cepa Tg20 presenta una excitabilidad neuronal incrementada (Rangel et al., 
2009) y desarrolla ataxia y degeneración del sistema nervioso central y periférico a edades 
avanzadas (Westaway et al., 1994). Esto ha llevado a pensar que la sobreexpresión de PrPC 
puede ser patogénica, ampliando así el espectro de las enfermedades priónicas (Ma et al., 
2002).   

Finalmente, también se han generado animales transgénicos con mutaciones puntuales en la 
secuencia de PrPC. A modo de ejemplo, se ha descrito que mutaciones en la región hidrofóbica 
central de PrPC alteran la estructura y el procesamiento proteolítico de la proteína, modificando 
su paso por el retículo endoplasmático y, consecuentemente, su orientación a nivel de 
membrana, dando lugar a formas transmembrana asociadas a procesos neurodegenerativos 
(Hegde et al., 1998a). Por otro lado, la inserción de nueve repeticiones en los OR asociadas a 
mutaciones hereditarias de Prnp también resultan en un fenotipo neurodegenerativo en el 
animal transgénico PG14 (Chiesa et al., 1998).  

 

2.1.2.  Aproximaciones experimentales in vitro al estudio de la función de 
PrPC  

Los estudios funcionales de PrPC realizados sobre gran variedad de líneas celulares (p.e. 
células N2a, células gástricas cancerosas SGC7901 o células SK-N-SH, entre otras) y cultivos 
primarios han complementado la información obtenida de los modelos animales, a la vez que 
han permitido  eliminar la  posible influencia del fondo génico derivada de los modelos in vivo 
(Schauwecker and Steward, 1997, Striebel et al., 2013a, Striebel et al., 2013b). La mayoría de 
estos estudios corresponden al análisis de cambios funcionales y bioquímicos derivados de la 
modulación estable o transitoria de los niveles de expresión de la proteína. Asimismo, los 
análisis de proteómica y genómica funcional realizados en estas condiciones experimentales 
también han proporcionado información sobre la regulación de  la expresión de genes y 
proteínas de forma PrPC-dependiente (Llorens et al., 2013b). 

Otra estrategia para abordar in vitro el estudio de la función de PrPC ha consistido en identificar 
sus ligandos o proteínas de interacción (Watts and Westaway, 2007, Aguzzi et al., 2008a, 
Linden et al., 2008), con el fin de analizar su posible relación con procesos celulares y 
funciones ya conocidas. El uso de técnicas inmunohistoquímicas y de co-localización, junto con 
ensayos de doble híbrido, co-inmunoprecipitación o cross-linking, han permitido la identificación 
de un gran número de moléculas (Tabla 5) (Aguzzi A, 2008; Watts JC, 2007; Linden R, 2008)., 
Sin embargo, hay que tener en cuenta que muchas veces, la falta de compartimentalización en 
sistemas in vitro o diferencias en niveles de expresión de la proteína dan lugar a falsos 
positivos (Watts and Westaway, 2007, Llorens et al., 2013b). En consecuencia, únicamente 
unas pocas de estas proteínas han resultado ser funcionales en contextos fisiológicos (Lee et 
al., 2003, Watts and Westaway, 2007, Llorens et al., 2013b).  
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Proteína Función Referencia 
 
Proteínas de 
membrana: 
 
- N-CAM 
- Laminina 
- Caveolina-1 
- Quinasa Fyn 
- Clatrina  
- Na+/KA+ ATPasa �3 
- �-distroglicano 
- BACE-1 
- �-espectrina 

 

 
 
 
 
Adhesión celular, señalización 
Adhesión celular, transducción de señal y neuritogénesis 
Endocitosis 
Molécula transductora de señales intracelulares 
Tráfico intracelular de receptores de membrana 
Transporte activo de cationes a través de la membrana 
Proteína constituyente del complejo distroglicano 
Procesamiento de APP 
Mantenimiento de la integridad de la membrana y la 
estructura del citoesqueleto 
 

 
 
 
 
(Schmitt-Ulms et al., 2001) 
(Graner et al., 2000b) 
(Harmey et al., 1995)  
(Mouillet-Richard et al., 2000) 
(Petrakis and Sklaviadis, 2006) 
(Petrakis and Sklaviadis, 2006) 
(Keshet et al., 2000) 
(Parkin et al., 2007) 
(Petrakis and Sklaviadis, 2006) 
 

 
Proteínas 
citoplasmáticas: 
 

- Proteína inducible 
por estrés  (STI1) 

- �-tubulina 
- �-actina 
- Bcl-2 
- Grb2 

 

 
 
 
 
Proteína de choque térmico (del inglés Heat shock 
protein) 
Subunidad formadora de microtúbulos - citoesqueleto 
Subunidad formadora de microfilamentos - citoesqueleto 
Molécula inhibidora de la apoptosis 
Proteína adaptadora para receptores tirosina quinasa 
 

 
 
 
 
(Zanata et al., 2002) 
 
(Nieznanski et al., 2005) 
(Keshet et al., 2000) 
(Kurschner and Morgan, 1995) 
(Spielhaupter and Schatzl, 
2001) 

 
Proteínas sinápticas: 
 

- Sinapsina II 
 

- Sinaptofisina 

 
 
 
Regulación de la sinaptogénesis y la formación de 
vesículas 
Proteína presináptica vesicular 
 

 
 
 
(Spielhaupter and Schatzl, 
2001) 
(Keshet et al., 2000) 

 
Proteínas nucleares: 
 

- CBP70 

 
 
 
Lectina 

 
 
 
(Rybner et al., 2002) 
 

�

 

 

2.1.3. Posibles funciones descritas de PrPC 

Las diferentes aproximaciones experimentales llevadas a cabo hasta el momento, tanto in vitro  
como in vivo para el estudio de PrPC han permitido establecer hipótesis sobre el posible rol 
fisiológico de esta proteína (ver (Lasmezas, 2003, Westergard et al., 2007, Aguzzi et al., 2008a, 
Linden et al., 2008) para revisión). Sin embargo, a día de hoy, todavía existe cierta controversia 
al respecto. Aún así, los datos existentes involucran a PrPC en múltiples procesos celulares. 
Los más importantes se describen en la Figura 7. Conocer con detalle los mecanismos 
moleculares sobre los cuales actúa PrPC en cada uno de estos procesos es esencial para 
entender la patología priónica y encontrar dianas efectivas para el desarrollo de nuevas 
estrategias terapéuticas.  

Tabla 5. Proteínas de interacción con PrPC. Resumen de algunas de las proteínas y moléculas de interacción 
descritas  para PrPC. Adaptado de (Watts and Westaway, 2007, Aguzzi et al., 2008a).
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A continuación, entraremos en detalle en las funciones de PrPC que están directamente 
relacionadas con nuestra línea de investigación. No hay que olvidar, sin embargo, que existe 
una gran interconexión entre todas ellas.  

 

2.2. PRPC Y LA REGULACIÓN DEL CICLO CELULAR Y LA 
PROLIFERACIÓN 

2.2.1. Introducción al ciclo celular  

El ciclo celular es un proceso esencial en el desarrollo, la diferenciación, la proliferación y la 
muerte de las células eucariotas, que consiste en una serie de eventos que dan lugar a la 
división y duplicación celular (King and Cidlowski, 1995, Ohnuma and Harris, 2003). 

La progresión a través de este ciclo está altamente regulada por la activación e inactivación de 
proteínas asociadas. Cualquier evento que pueda alterar este proceso llevará a la disfunción e 
incluso la muerte celular. A nivel clínico, numerosos estudios han demostrado una clara 
correlación entre la desregulación de esta maquinaria celular y el desarrollo de enfermedades 
como el cáncer (Malumbres and Barbacid, 2009, Mehrpour and Codogno, 2010) 
principalmente, pero también otras patologías y afectaciones del sistema nervioso como la AD 
(Vincent et al., 1997), el Parkinson o la isquemia entre otros (Wang et al., 2009a). 

Fases del ciclo celular 

En las células eucariotas, el ciclo celular se divide principalmente en cuatro fases: G1, S, G2 y 
M. Durante la fase G1, la célula se prepara para la síntesis y replicación del material genético, 
que se producirá durante la fase S de manera que al final de la transición G2/M la célula se 
pueda dividir y dar lugar a dos células hijas. Las células quiescentes se mantienen fuera del 
ciclo, en fase G0, y son inducidas a entrar de nuevo en ciclo mediante la estimulación 
mitogénica (revisado en (Alberts et al., 2002, Wang et al., 2009a)).  

Figura 7. Posibles funciones fisiológicas descritas 
para PrPC.
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Mecanismos de regulación del ciclo celular 

Este proceso biológico está orquestado por diferentes proteínas de ciclo celular, que incluyen 
ciclinas, quinasas dependientes de ciclinas (CDKs) y moléculas inhibidoras de quinasas 
dependientes de ciclinas (CDKIs) (Malumbres and Barbacid, 2005, Wang et al., 2009a, 
Berridge, 2012). Todas ellas constituyen un complejo regulador altamente sincronizado e 
integrado (Kohn, 1999) entorno a la activación e inactivación periódica y ordenada de las 
CDKs. Éstas están presentes de forma constitutiva durante la progresión del ciclo celular a 
diferencia de las ciclinas, que se sintetizan o degradan en momentos específicos en respuesta 
a diferentes señales moleculares (Figura 8).  

Las ciclinas y sus CDKs asociadas forman las subunidades reguladora y catalítica, 
respectivamente, de un heterodímero (ciclina-CDK) (Pines, 1993). Tras la interacción de las 
dos moléculas, la subunidad catalítica produce la activación o inactivación de una proteína 
diana (específica para cada heterodímero) mediante una reacción de fosforilación, regulando 
así el paso a la siguiente fase del ciclo celular. La integridad del genoma se mantiene a lo largo 
del ciclo gracias a un sistema de puntos de restricción o checkpoints, que operan en respuesta 
a daño en el material genético o DNA (Pardee, 1989, King and Cidlowski, 1995). El proceso se 
resume de la siguiente manera: 

Progresión G1/S 

La presencia de un estímulo extracelular pro-mitótico (p.e. un factor de crecimiento) lleva a la 
síntesis de ciclina D, que es la primera ciclina que se produce a lo largo del ciclo y controla la 
progresión en fase G1 (Sherr, 1994). Esta ciclina activa a CDK4/6, lo que lleva a la fosforilación 
de la proteína retinoblastoma (Rb), que está formando un complejo con el factor de 
transcripción E2F. Esta fosforilación produce la disgregación del complejo, permitiendo la 
actividad transcripcional de E2F. Este punto es considerado crítico o un punto de restricción en 
el ciclo, a partir del cual la célula ya esta irrevocablemente destinada a entrar en fase S 
(Pardee, 1989).  

Para poder entrar en fase S se requiere previamente de la activación de CDK2 al final de la 
fase G1, mediante su interacción con la ciclina E. Este complejo debe ser silenciado, mediante 
ubiquitinación y degradación de la ciclina E en el proteasoma, una vez entrada la fase S para 
evitar la doble replicación del DNA (Malumbres and Barbacid, 2005). Tras la desaparición de 
ciclina E, CDK2 se asocia con la ciclina A, recién sintetizada. Este nuevo complejo es 
responsable de la activación de varias proteínas implicadas en la actividad de la DNA 
polimerasa, la replicación del DNA y la salida de fase S.  

Progresión G2/M:  

Durante la fase G2, se produce la degradación proteolítica de las ciclinas A a la vez que se 
sintetizan ciclinas B. Éstas últimas se asocian con CDK1 (también llamada cdc2) para mediar el 
proceso mitótico mediante su translocación al núcleo y la activación de proteínas implicadas en 
la condensación de los cromosomas, la formación del huso mitótico y la rotura de la envuelta 
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nuclear (Li et al., 1997). La posterior inactivación progresiva del complejo ciclina B-cdc2 es 
esencial para la correcta segregación de los cromosomas y la división celular.  

En esta cadena de complejos ciclina-CDK también intervienen moléculas de señalización 
(Pardee, 1989) así como inhibidores endógenos (p.e. cip/kip o INK4) o exógenos (p.e. 
flavopiridol) que refinan la dinámica del ciclo celular y regulan el potencial proliferativo.  

 
 

2.2.2. La proliferación celular  

La entrada en ciclo de una célula supone, en la mayoría de los casos, el inicio del proceso de 
proliferación, que da lugar al crecimiento y a la división celular (Pardee, 1989). En el SNC, los 
procesos de proliferación se dan principalmente durante el desarrollo, aunque en el organismo 
adulto también podemos encontrar centros proliferativos latentes, como la región subventricular 
(SVZ) o el giro dentado del hipocampo (DG), constituidos por células madre neuronales 
(Alvarez-Buylla and Garcia-Verdugo, 2002, Ohnuma and Harris, 2003, Steele et al., 2006). En 
ambos casos, este proceso está altamente regulado y coordinado en el tiempo y en el espacio 
(Gotz and Huttner, 2005). En las neuronas ya diferenciadas, también se requiere de un control 
preciso del ciclo celular para el mantenimiento del fenotipo neuronal. Aunque estas neuronas 
son células típicamente post-mitóticas y terminalmente diferenciadas, existen evidencias de 
que éstas mantienen la capacidad de reentrar en el ciclo en respuesta a ciertos estímulos 
(Herrup and Busser, 1995). Sin embargo, en estos casos la entrada en ciclo suele conducir a la 
muerte celular en lugar de a la proliferación.    

Figura 8. El ciclo celular. La progresión a través del ciclo celular se da mediante las fases M, 
G1, S, y G2, y se regula mediante la expresión y activación de ciclinas, quinasas dependientes 
de ciclina (CDKs) e inhibidores de CDKs. Los complejos ciclina-CDK son específicos de cada 
fase del ciclo. El complejo ciclina D-CDK4/6 fosforila a retinoblastoma (Rb) y libera el factor E2F, 
que inicia la transcripción del DNA. Adaptado de (Wang et al., 2009a).
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Los principales elementos inductores de la proliferación son los factores de crecimiento 
(Berridge, 2012). Éstos, a través de receptores de membrana, activan vías de señalización 
específicas que actúan a nivel de la fase G1 del ciclo celular, induciendo la entrada en ciclo y el 
crecimiento de poblaciones celulares en zonas localizadas y en momentos determinados 
(Pardee, 1989, Kerkhoff and Rapp, 1998). 

Los factores de crecimiento y su señalización intracelular  

Los factores de crecimiento son un conjunto de moléculas, ampliamente diversas en cuanto a 
estructura, capaces de inducir la proliferación y el crecimiento celular. Su actividad está 
mediada principalmente por receptores transmembrana con dominios citoplasmáticos tirosina-
quinasa. La sobrerregulación de algunos factores de crecimiento y receptores asociados han 
sido relacionados con la formación de tumores (Malumbres and Barbacid, 2009, Pines et al., 
2010). 

Las principales familias de factores de crecimiento que encontramos incluyen: i) factores de 
crecimiento transformante beta (TGF-�), ii) factores de crecimiento de fibroblastos (FGF), iii) 
factores de crecimiento epidérmicos (EGF), iv) factores de crecimiento endotelial vascular 
(VEGF) o iv) factores de crecimiento insulínico (IGF), entre otros. Estos factores utilizan una 
gran variedad de vías de señalización para transmitir información desde la superficie celular al 
núcleo. Las principales vías implicadas son: i) la vía de las quinasas activadas por mitógenos o 
MAPK, ii) la vía canónica Wnt/�catenina, iii) la vía Hedgehog (Hh), iv) la vía del Ca2+ o v) la vía 
de factores nucleares como NF-�B, y llevan a la activación de factores de transcripción 
nucleares (p.e. CREB, o GLI1) y a la posterior transcripción de genes implicados en la 
proliferación celular. Estas vías inductoras de proliferación contrastan con vías de señalización 
antiproliferativas, que actúan evitando la entrada en el ciclo (p.e. la vía de TGF-�) (ver 
(Berridge, 2012) para revisión). 

2.2.3. EGF y EGFR 

Los EGFs constituyen una familia de proteínas, de unos 53 aminoácidos, capaces de regular 
los mecanismos de proliferación, migración y diferenciación celular mediante su interacción con 
receptores tirosina quinasa presentes en la membrana celular (p.e. el receptor del factor de 
crecimiento epidérmico o EGFR) (Wong and Guillaud, 2004). Su descubrimiento se debe a 
Stanley Cohen y Rita Levi-Montalcini, por el cual recibieron el Premio Nobel de medicina en 
1986 (Cohen, 1983).  

Características estructurales de EGFR 

El EGFR (o ErbB-1) es uno de los cuatro constituyentes de la familia de receptores ErbB junto 
con HER2 (ErbB-2), HER3 (ErbB-3) y HER4 (ErbB-4), y se sintetiza a partir de un precursor 
polipeptídico de 1210 residuos. Tras la eliminación de la secuencia N-terminal hidrofóbica de 
inserción en membrana y la adición de grupos de glucosilación, la proteína es enviada a la 
superficie celular donde llevará a cabo su función.  
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El receptor EGFR maduro es una glicoproteína integral de membrana, de 170kDa. Está 
constituida por un dominio extracelular N- terminal (o ectodominio), que incluye la región de 
unión del ligando, seguida de un único dominio transmembrana y un dominio citoplasmático C-
terminal (Lax et al., 1989). En este último, se localiza el sitio catalítico responsable de la 
activación tirosina quinasa, concretamente los 
residuos Y992, Y1045, Y1068, Y1148 e Y1173 
(Figura 9). Este dominio también contiene algunos 
residuos serina/treonina cuya fosforilación regula 
los procesos de autoregulación del receptor por 
mecanismos de endocitosis (Wong and Guillaud, 
2004, Bazley and Gullick, 2005).  

Más de la mitad de los EGFR inactivos (la mayoría 
en forma de monómeros) se concentran en las 
caveolas, que constituyen el 5-10% de la 
membrana celular. Esto facilita su dimerización tras 
su interacción con ligandos específicos como EGF 
o el factor de crecimiento transformante (TGF-�), 
entre otros (Jorissen et al., 2003). 

 

Mecanismo de activación de EGFR 

La unión del ligando a EGFR produce la transición del receptor de su forma monomérica 
inactiva a una forma homo- o hetero-dimérica, según si se produce entre receptores idénticos o 
miembros distintos de la misma familia (Ferguson et al., 2003). Esta dimerización activa la 
propiedad tirosina intrínseca del receptor que resulta en la autofosforilación de varios residuos 
de tirosina en su dominio C-terminal. Estas fosforilaciones generan lugares de unión de 
proteínas adaptadoras (p.e. Grb2, PLC� o Src) a través de sus dominios SH2  (del inglés, Src 
homology 2) o PTB (del inglés, phosphotyrosin-binding domain) fosforilados, formando 
complejos multiméricos de señalización junto con el receptor (Pawson and Scott, 1997). Hay 
que remarcar que la autofosforilación de EGFR no es un requisito esencial para su activación.  

Vista la gran diversidad de moléculas que interaccionan con EGFR, no sorprende que su 
estimulación resulte en la activación simultánea de varias vías de señalización (Zwick et al., 
1999, Jorissen et al., 2003) entre las que encontramos: i) la vía Ras/MAPK, ii) la vía de la 
fosfoinositol-3 quinasa y proteína quinasa B (PI3K/AKT), iii) la vía de quinasas transductoras de 
señal y activadoras de la transcripción (STAT), iv) la vía de la fosfolipasa C (PLC) o v) la vía de 
las quinasas c-jun N-terminal (JNK), entre otras. Estas vías están funcionalmente 
interconectadas pero, con el fin de simplificar la explicación, nos centraremos en las dos 
primeras, implicadas en la proliferación y supervivencia celular (Figura 10). 

Figura 9.  Estructura del receptor del factor 
de crecimiento epidérmico (EGFR). La unión 
del ligando estimula la autofosforilación del 
receptor y la activación de vías de señalización 
intracelular. Fuente: (Sequist et al., 2007). 



Introducción | Funciones fisiológicas de PrPC 
�

34 |  
 

 

 

Vía de señalización Ras/MAPK 

Esta cascada de transducción de señales se inicia con la unión de la proteína adaptadora Grb2 
(del inglés, Growth factor receptor-bound protein 2) al dominio C-terminal transfosforilado del 
EGFR activo. A su vez, Grb2 recluta el factor SOS (del inglés, Son of Sevenless) mediante su 
dominio SH3, que resulta activo con la formación del complejo. SOS activo promueve la unión 
de ras a GTP (guanosín trifosfato), que lleva a la posterior activación de Raf, responsable de 
iniciar la cascada MAPK mediante la fosforilación y activación de MEK y ERK1/2 (quinasas 
reguladoras de señales extracelulares 1 y 2). Esta última serina/treonina quinasa se transloca 
al núcleo donde regula la actividad de de distintos factores de transcripción, entre los que 
encontramos Elk-1, c-fos o c-myc, así como genes específicos de proteínas reguladoras del 
ciclo celular (p.e. ccdn1) (ver (Kerkhoff and Rapp, 1998, Meloche and Pouyssegur, 2007, 
Mebratu and Tesfaigzi, 2009, Keshet and Seger, 2010, Roskoski, 2012) para revisión). 

Vía de señalización PI3K/AKT 

La activación de EGFR tiene unos marcados efectos sobre el metabolismo de los fosfolípidos, 
incluyendo el reciclaje de fosfatidilinositoles. Entre las enzimas involucradas en estos 
mecanismos encontramos a PI3K, que puede interaccionar con receptores tirosina quinasa 
activos, como EGFR, y llevar a la síntesis de fosfatidilinositol trifosfato (PIP3). Una de las 
dianas mejor caracterizadas de PIP3 es AKT (o PKB). Su unión al lípido produce la 
translocación de esta quinasa a la membrana donde es fosforilada y activada por quinasas 
dependientes de fosfolípidos (PDK-1). AKT es uno de los principales mediadores de 
supervivencia celular y proliferación de PI3K mediante la activación del regulador de la síntesis 
proteica mTor (del inglés, Mammalian target of rapamycin) o de factores de transcripción (Pene 
et al., 2002). Recientemente también se ha descrito la interacción Ras-PI3K, por lo que esta 
puede ser otra vía de activación de AKT (Bellacosa et al., 1998, Hers et al., 2011).  

 

Figura 10.  Señalización vía EGFR. La 
unión del ligando produce la dimerización 
del receptor en la superficie celular y su 
autofosforilación.  Este proceso lleva a la 
activación de las vías de señalización de 
PI3K/AKT y Ras/MAPK, entre otras, 
implicadas en respuestas celulares de 
proliferación y supervivencia.  Modificado 
de (Pines et al., 2010).
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2.2.4. PrPC en la regulación de los procesos de proliferación: 
antecedentes 

El estudio de la expresión de PrPC durante el desarrollo o embriogénesis ha sido de especial 

importancia a la hora de a asignar a PrPC un papel en procesos de proliferación celular 

(McKinley et al., 1987, Manson et al., 1992, Miele et al., 2003). Además, PrPC también parece 

ejercer este rol en poblaciones celulares de constante renovación presentes en zona 

proliferativas del organismo adulto (SVZ y giro dentado).     

Ensayos de sobreexpresión y silenciamiento realizados in vitro e in vivo han mostrado cambios 

proliferativos asociados a PrPC. Parece ser que los niveles de la proteína en la membrana 

confieren una mayor o menor respuesta a factores de crecimiento según el tipo celular y el 

estadio de desarrollo, favoreciendo así su proliferación o su diferenciación (Kim et al., 2005, 

Steele et al., 2006, Lee and Baskakov, 2010).  

En concordancia con estos datos, el análisis de expresión génica de modelos in vivo  e in vitro 

knockout para Prnp ha revelado cambios de expresión de genes asociados tanto a ciclo celular 

(como la ciclina D1) como a mecanismos de señalización por factores de crecimiento, en 

comparación a la situación control (Satoh et al., 2000, Liang et al., 2007). Es posible que estas 

alteraciones en la expresión génica derivada de la presencia/ausencia de PrPC puedan 

contribuir al control de la proliferación en determinados tipos celulares.  

Las evidencias de la participación de PrPC en el proceso de proliferación se describen más 

ampliamente en la discusión de este trabajo. 

 

2.3. PrPC EN LA DIFERENCIACIÓN Y LA NEURITOGÉNESIS 

2.3.1. La diferenciación neuronal 

El desarrollo del SNC implica la generación de células neuronales, astrocitos y oligodendrocitos 
a partir de las células madre presentes en el neuroepitelio. En los seres humanos, estas células 
proliferan para dar lugar a las llamadas células progenitoras, que posteriormente se convertirán 
en las primeras formas neuronales inmaduras (Gotz and Huttner, 2005). A pesar de tener un 
origen común al inicio del desarrollo, las neuronas presentan una alta diversidad morfológica y 
funcional. Esto es debido a que tras esta fase de proliferación, las neuronas migran a su 
ubicación definitiva y se diferencian, es decir, adquieren las características morfológicas y 
fisiológicas de la neurona madura (Barnes and Polleux, 2009, Tahirovic and Bradke, 2009). El 
proceso de diferenciación no solamente afecta a la citología celular, sino que también influye a 
nivel molecular.  

En el transcurso del desarrollo embrionario, la regulación de los procesos de diferenciación de 
los precursores neuronales, al igual que los de proliferación, recae tanto en factores intrínsecos 
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al tipo celular (Kempermann et al., 1997) como en señales extracelulares (Gritti et al., 1999, 
Alvarez-Buylla and Garcia-Verdugo, 2002). Éstas últimas dependen de la localización espacio-
temporal e incluyen factores de crecimiento, moléculas de señalización y proteínas de matriz 
extracelular (Cheng and Poo, 2012).  

Hasta el momento se han descrito más de 50 tipos neuronales distintos, aunque todos 
comparten algunos rasgos característicos comunes que las diferencian de las células de otros 
tejidos. Son células típicamente polarizadas y sus funciones se encuentran 
compartimentalizadas – cuerpo neuronal, dendritas, axón y terminal sináptico – para facilitar el 
procesamiento de las señales eléctricas (Barnes and Polleux, 2009, Tahirovic and Bradke, 
2009). El cuerpo celular, contiene el núcleo y las organelas necesarias para la síntesis proteica 
y ocupa menos de una décima parte del volumen neuronal total. Las dendritas, que se originan 
del cuerpo neuronal, son estructuras altamente ramificadas y especializadas para recibir el 
estímulo eléctrico proveniente de otras neuronas. Finalmente, el axón permite la propagación 
de este estimulo en largas distancias, hacia el terminal sináptico, donde contacta con la 
neurona diana para la transmisión del potencial de acción. La excitabilidad de estas células 
también es un rasgo característico y diferencial de ellas (ver (Kandel, 2000, Alberts et al., 2002, 
Berridge, 2012) para revisión).   

2.3.2. El citoesqueleto neuronal 

El mayor determinante intrínseco de la morfología y polaridad neuronal es el citoesqueleto 
(Barnes and Polleux, 2009, Tahirovic and Bradke, 2009), un elemento clave no solo para la 
rotura de la simetría neuronal sino también para el tráfico selectivo de componentes celulares 
durante la neuritogénesis (Witte and Bradke, 2008, Fletcher and Mullins, 2010). Constituye 
aproximadamente el 25% de las proteínas totales de una neurona y engloba principalmente 
tres estructuras filamentosas: i) los microtúbulos (MTs), ii) los neurofilamentos (NFs) y iii) los 
microfilamentos de actina (MFs), cada una con una composición, estructura, organización y 
función característica.  

La dinámica del citoesqueleto está finamente regulada por un gran número de proteínas y 
moléculas asociadas, que responden acorde con las señales procedentes del entorno 
extracelular. En este trabajo nos vamos a centrar en el rol del citoesqueleto de actina en la 
formación de filopodios (ver (da Silva and Dotti, 2002, Mattila and Lappalainen, 2008) para 
revisión) como paso inicial de la neuritogénesis. 

El citoesqueleto de actina en la formación de filopodios 

Los MFs son estructuras altamente dinámicas cuya polimerización y despolimerización está 
regulada por una  gran variedad de proteínas, que incluyen motores de miosina, proteínas de 
anclaje a membrana e incluso proteínas reguladoras GTPasa, entre muchas otras (Lee and 
Dominguez, 2010). Se localizan principalmente en las regiones corticales, cerca de la 
membrana plasmática (Hitt and Luna, 1994), concentradas en el terminal presináptico, las 
espinas dendríticas y los conos de crecimiento (Sobue, 1993). En la mayoría de circunstancias, 
se encuentran dispersos formando oligómeros de pequeño tamaño. Sin embargo, durante la 
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formación de filopodios y lamelipodios a nivel del cono de crecimiento, se produce el acúmulo 
de MFs más largos en regiones concretas de la membrana (Mattila and Lappalainen, 2008). A 
su vez, la organización de los microfilamentos de actina en estos dos tipos de protrusiones es 
muy diferente. Mientras los filopodios son proyecciones citoplasmáticas delgadas (0.1-0.3 μm), 
en forma de espina y formadas por filamentos paralelos de F-actina (Mattila and Lappalainen, 
2008), los lamelipodios son prolongaciones finas (0.1-0.2 μm) y planas de la membrana, 
transitorias, y formadas por una red entrelazada de filamentos (Dent E, 2011). Ambas actúan 
como sensores del entorno extracelular (Cheng and Poo, 2012) además de ser el motor de la 
migración, adhesión y la motilidad celular (Kater and Rehder, 1995).  

La neuritogénesis: del filopodio a la neurita 

La protrusión de filopodios y lamelipodios de la membrana neuronal supone el primer paso para 
la extensión de neuritas y la formación de las estructuras sinápticas (Sobue, 1993, Kater and 
Rehder, 1995) propias de la neuritogénesis. Este proceso dinámico, asociado a la 
diferenciación neuronal, permite que los precursores neuronales esféricos, que ya han migrado 
a su ubicación definitiva, generen estructuras dendríticas y axonales para la integración y 
transmisión de señales sinápticas (da Silva and Dotti, 2002). Parece claro que la comunicación 
entre la célula y el entorno extracelular determina el número, morfología, características, 
orientación y velocidad de crecimiento de las primeras neuritas, permitiendo la rotura de la 
esfera neuronal. Asimismo, el control espacio-temporal de este proceso es esencial para la 
correcta conectividad neuronal y, consecuentemente, para la función cerebral.  

A pesar de la gran variabilidad de formas neuronales presentes en el cerebro en desarrollo, el 
proceso de extensión y elongación de un axón o dendrita en todas ellas se puede dividir en tres 
fases: i) la formación de protrusiones en la membrana en forma de filopodios y lamelipodios, ii) 
el movimiento del citoplasma (MTs y organelas) al nuevo espacio que se genera a medida que 
se forma la neurita (del inglés, engorgement) y iii) la consolidación de la neurita en una dendrita 
o una estructura migratoria polarizada que constituye el axón (Dent et al., 2011) (Figura 11).  
Este axón, que suele crecer largas distancias en busca de su célula diana, requiere también de 
la formación de una estructura altamente especializada, denominada cono de crecimiento 
axonal, que guía su elongación hasta el establecimiento del contacto sináptico. La 
diferenciación neuronal finaliza con la síntesis adecuada de neurotransmisores y receptores 
sinápticos, así como la muerte celular de aquellas neuronas que hayan generado sinapsis 
erróneas (da Silva and Dotti, 2002). 

Los múltiples ensayos realizados in vitro para el estudio de la diferenciación neuronal, muchos 
de ellos sobre cultivos primarios de hipocampo, han permitido reproducir, en cierta medida, las 
fases de este proceso y determinar los mecanismos moleculares que guían la polarización 
neuronal (Goslin and Banker, 1989). Se ha descrito que la especificación del axón de entre 
todas las neuritas generadas así como el proceso de guía y elongación axonal, está regulada 
tanto por factores genéticos intrínsecos de la neurona como por señales extracelulares. Entre 
estas últimas encontramos señales cíclicas de elongación y retracción, ya sean factores 
difusibles (p.e. netrinas,  semaforinas o neurotrofinas, entre otras) o elementos de las matriz 
extracelular (p.e. laminina o colágeno) (Cheng and Poo, 2012). Estas moléculas actúan sobre 
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elementos de membrana que llevan a la activación de vías de señalización intracelular como 
PI3K, AKT o GSK3�, entre otras. Estas vías regulan a su vez la dinámica del citoesqueleto de 
actina, el tráfico de proteínas en el interior de la célula, los mecanismos de adhesión celular y la 
vía endocítica para el reciclaje de la membrana celular, entre otros procesos (Arimura and 
Kaibuchi, 2007, Barnes and Polleux, 2009). 

 
 

Se conoce que la dinámica del citoesqueleto de actina durante el proceso de neuritogénesis 
está orquestada principalmente por las pequeñas GTPAsas de la superfamilia Rho, bajo la 
influencia de las vías de señalización mencionadas anteriormente. A continuación entraremos 
en detalle en la participación de estas proteínas en el proceso inicial de la neuritogénesis, 
concretamente durante la formación de filopodios.  

El papel de las RhoGTPasas en la formación de filopodios

Las pequeñas GTPasas de la superfamilia Rho son interruptores moleculares intracelulares 
que ciclan entre su forma activa (unida a GTP) y su forma inactiva (unida a guanosina difosfato 
o GDP) en respuesta a la acción de factores intercambiadores de nucleótidos de guanina 
(GEFs), proteínas activadoras de GTPasas (GAPs) o inhibidores de la disociación de 
nucleótidos de guanina (GDIs). Estas proteínas se encuentran íntimamente ligadas al 
citoesqueleto, regulando la morfología y dinámica celular (Luo, 2000, Ridley, 2006, Arimura and 
Kaibuchi, 2007). Entre las RhoGTPasas más estudiadas encontramos Rac1 (del inglés Ras-
related C3 botulinum toxin substrate 1), implicada en la formación de lamelipodios, RhoA (del 
inglés Ras-homologous member A), relacionada con la formación de fibras de estrés, 
adhesiones focales y crecimiento neurítico y Cdc42 (del inglés Cell-division cycle 42), con un 
papel clave en la formación de filopodios y el establecimiento de la morfología del cono de 
crecimiento.  

Cdc42 realiza su función mediante la regulación de la maquinaria de nucleación de los 
filamentos de actina, principalmente de la proteína asociada a actina 2/3 (Arp2/3) (Miki et al., 
1998, Rohatgi et al., 1999). En esta vía, Cdc42 interacciona con N-WASP (del inglés, Neural 
Wiskott-Aldrich syndrome protein), que se encuentra en su conformación autoinhibida y 
requiere de la unión de PIP2 (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate) a su dominio N-terminal 
para su activación. Una vez activa N-WASP, es capaz de interaccionar tanto con los 

Figura 11. Fases de la neuritogénesis. 
a) Imágenes de contraste de fases de 
los estadios iniciales de la 
neuritogénesis en cultivos neuronales de 
hipocampo. La esfera neuronal se rompe 
en forma de protrusiones localizadas 
(flecha azul), de las cuales se inicia la 
formación de neuritas. b) 
Representación esquemática de los 
pasos sucesivos que llevan al 
crecimiento neurítico y la formación del 
axón (flecha roja) y las dendritas a partir 
de la aparición inicial de protrusiones en 
membrana (flecha azul). Adaptado de 
(da Silva and Dotti, 2002). 
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monómeros de actina como con el complejo Arp2/3. La unión del complejo Arp2/3 al extremo 
de un MF existente inicia el crecimiento de un filamento nuevo mediante un estricto control de 
la polimerización y despolimerización. Con ello se consigue mantener la estabilidad de los 
nuevos filamentos y dar lugar a la formación estructuras como son los filopodios. Se ha 
observado en cultivos primarios de células hipocámpicas que la falta de Cdc42 produce 
defectos en el citoesqueleto de actina suficientes como para bloquear la formación de 
filopodios, y consecuentemente la formación del axón (Garvalov et al., 2007).   

RhoA también influye indirectamente en este proceso a través de la modulación de la 
estabilidad del citoesqueleto de actina a través de la activación secuencial de la quinasa 
asociada a Rho (ROCK) y la quinasa LIM1 (LIMK1). Esta última, a su vez, actúa sobre la 
ADF/Cofilina produciendo la despolimerización de filamentos de actina (Da Silva et al., 2003).  

 

 

 

�

Los cambios en el citoesqueleto que pueden desencadenar las RhoGTPasas en respuesta a la 
estimulación de receptores de superficie requieren de la formación simultánea y correcto 
funcionamiento de complejos multimoleculares, que incluyen tanto proteínas de soporte (p.e. 
Dia2) como proteínas de unión a actina. Éstas últimas controlan la organización del 
citoesqueleto e incluyen: i) proteínas de ancoraje a la membrana (Ena/Mena/VASP), ii) 

Figura 12. El citoesqueleto de actina en la formación de filopodios. La inducción de los cambios morfológicos 
que dan lugar a la formación de filopodios y posteriormente neuritas depende de señales extracelulares que dan 
lugar a la activación/inhibición de proteínas reguladoras (GDIs, GAPs y GEFs) y vías de señalización (RhoA, Rac y 
Cdc42) asociadas al citoesqueleto de actina. Esta señalización actúa sobre proteínas de unión a actina (ABPs) 
modulando la dinámica de los MFs. a) Cuando se requiere la estabilización de la membrana, la célula recibe 
señales inhibidoras de la diferenciación. b) Cuando se requiere de la formación neurítica, el citoesqueleto de actina 
se desestabiliza y se reorganiza. La participación de los complejos moleculares asociados a actina permite la 
formación del filopodio (derecha). Primero, las proteínas Dia2 y ENA/VASP, con la ayuda de los motores de 
miosina, llevan a cabo la elongación de los extremos libres de los MFs. Seguidamente, proteínas adaptadoras 
como IRSp53 permiten la deformación de la membrana y finalmente, la incorporación de proteínas de cross-linking 
como la filamina dan rigidez a los MFs a medida que se produce la elongación de la estructura. Modificado de (da 
Silva and Dotti, 2002, Mattila and Lappalainen, 2008). 
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proteínas nucleadoras de actina (Arp2/3), iii) proteínas de unión o cross-linking (filamina o 
fascina), iv) proteínas de ensamblaje y desensamblaje de filamentos de actina (gelsolina, 
profilina), v) proteínas de secuestro de monómeros de actina (timosina-�4) y vi) proteínas 
despolimerizadoras de actina (ADF/cofilina) (revisado en (Mattila and Lappalainen, 2008, Dent 
et al., 2011)) (Figura 12).  

La transfección de mutantes dominantes negativos o mutantes constitutivamente activos de las 
RhoGTPasas en diferentes tipos celulares así como la sobreexpresión/inhibición de proteínas 
asociadas han sido muy útiles en el estudio del crecimiento dendrítico y axonal  (Threadgill et 
al., 1997, Garvalov et al., 2007).  

2.3.3. PrPC en la neuritogénesis: antecedentes 

La posible implicación de PrPC en mecanismos de diferenciación neuronal no fue inicialmente 

observada con la generación del animal knockout. Las diferentes cepas de ratón generadas no 

parecían mostrar alteraciones en el desarrollo embrionario ni problemas de supervivencia 

(Bueler et al., 1992). Sin embargo, los niveles incrementales de mRNA y proteína descritos, 

desde el estadio embrionario E7.5 hasta P20 aproximadamente, dejaban entrever que PrPC 

participaba en el desarrollo del SNC (Lazarini et al., 1991). La proteína priónica se expresaba 

en precursores tanto neuronales (Kim et al., 2005, Steele et al., 2006) como gliales (Bribian et 

al., 2012) y parecía actuar favoreciendo la diferenciación celular. No obstante, PrPC parecía 

tener el efecto opuesto sobre las células indiferenciadas en el adulto (Steele et al., 2006).  

En paralelo a estos estudios, se han identificación ligandos de interacción con PrPC, como la 

laminina, el precursor del receptor de la laminina (Graner et al., 2000a) o NCAM (Schmitt-Ulms 

et al., 2001, Santuccione et al., 2005). Estos ligandos están implicados en mecanismos de 

neuritogénesis, por lo que su interacción con la proteína priónica puede ser importante para la 

estabilidad sináptica y el desarrollo y plasticidad neuronal (Graner E, 2000, Santuccione A, 

2005). Asimismo, algunos estudios también han sugerido un papel de PrPC en la regulación de 

la dinámica de las adhesiones focales (FA) durante la diferenciación neuronal. Las FA son 

complejos proteicos de membrana a través de los cuales el citoesqueleto de una célula conecta 

con la matriz extracelular. Parece ser que PrPC está presente en estas estructuras de 

membrana en asociación a las proteínas reggie/flotilina (Schrock Y, 2009; Alleaume-Butaux A, 

2013).   

Estas aproximaciones, junto con ensayos de sobreexpresión (Pantera et al., 2009, Watanabe et 

al., 2012) o silenciamiento de PrPC (Loubet et al., 2012) han permitido describir el rol de la 

proteína priónica en la neuritogénesis (Alleaume-Butaux et al., 2013).  

A estos datos se les suman otras evidencias presentadas en el apartado de discusión de este 

trabajo. 
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2.4. PrPC: FUNCIÓN SINÁPTICA Y EXCITABILIDAD NEURONAL 

2.4.1. La sinapsis neuronal 

En el SNC, la sinapsis de define como una región de contacto especializado entre neuronas 
que permite la transmisión de señales eléctricas (iones) o químicas (neurotransmisores) entre 
ellas y la propagación del impulso nervioso. La sinapsis mediada por neurotransmisores se 
produce en tres etapas: 1) la llegada de un potencial de acción al terminal axonal produce la 
despolarización de la membrana, la entrada masiva calcio por canales dependientes de voltaje 
y la consecuente liberación de neurotransmisores al espacio sináptico, 2) el neurotransmisor 
difunde por la hendidura sináptica hasta interaccionar con receptores de membrana 
postsinápticos y 3) la unión ligando-receptor produce cambios en la membrana postsináptica 
que llevan a la generación de potenciales de acción excitatorios postsinápticos o EPSPs (si hay 
despolarización) e inhibitorios o IPSPs (si hay hiperpolarización) (ver (Kandel, 2000, Berridge, 
2012) para revisión). 

La neurotransmisión en el SNC depende de la maquinaria molecular presente en la sinapsis. 
Alteraciones en su funcionamiento son la causa de muchas patologías cerebrales entre las que 
encontramos la AD o el Parkinson (Palop et al., 2006).  

2.4.2. El glutamato y la sinapsis glutamatérgica 

El glutamato es el principal neurotransmisor excitatorio en el SNC de los mamíferos (Platt, 
2007). Además de su papel como aminoácido excitatorio también presenta un rol en la 
plasticidad sináptica y la potenciación neuronal a largo plazo (LTP), que es la base de los 
procesos de aprendizaje y memoria (McEntee and Crook, 1993, Meldrum, 2000). Aunque el 
glutamato es un elemento esencial en el mantenimiento del SNC, su activación excesiva puede 
convertirlo en una potente neurotoxina (Olney, 1969) cuya excitotoxicidad está implicada en la 
patogénesis de muchas enfermedades neurológicas como el infarto (Arundine and Tymianski, 
2004), la esclerosis lateral amiotrófica (Pitt et al., 2000) o la epilepsia (Chapman, 2000).  

El glutamato, que está distribuido por todo el cerebro, participa en una gran cantidad de 
procesos metabólicos. De hecho, más del 70% de las sinapsis excitatorias del SNC utilizan 
este aminoácido como neurotransmisor (Meldrum, 2000). El glutamato, una vez sintetizado, es 
introducido en las vesículas presinápticas desde las cuales se libera al terminal sináptico vía un 
mecanismo dependiente de calcio (Ca2+) y voltaje. Allí puede o bien interaccionar con sus 
correspondientes receptores de glutamato (GluRs) situados tanto a nivel presináptico como 
postsináptico (Nakanishi, 1992) o bien ser activamente rescatado mediante un transportador de 
glutamato glial o neuronal (Danbolt, 2001) para regular su concentración. Este glutamato 
internalizado, se metaboliza a sus precursores (la glutamina y el �-ketoglutarato) en las células 
gliales, los cuales son liberados al terminal sináptico para la re-síntesis del neurotransmisor 
(Daikhin and Yudkoff, 2000). Por otro lado, la activación de receptores postsinápticos lleva a la 
apertura de canales iónicos que constituye una señal química, de corta duración, que se 
convierte en un EPSP (Meldrum, 2000, Platt, 2007, Niciu et al., 2012) (Figura 13). 
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Los receptores de glutamato 

El glutamato, así como sus agonistas exógenos (p.e. NMDA y KA), actúa sobre diferentes 
receptores de membrana se clasifican en receptores ionotrópicos (iGluRs) (Dingledine et al., 
1999) y receptores metabotrópicos (mGluRs) (Pin and Duvoisin, 1995) según si constituyen un 
canal iónico o van asociados a segundos mensajeros, respectivamente.  

Receptores ionotrópicos de glutamato (iGluRs) 

Son receptores que forman un canal catiónico que permite el flujo de iones de sodio (Na+), 
calcio (Ca2+) y potasio (K+) tras la unión de su ligando. Se han identificado tres familias de 
iGluRs según su estructura y farmacología (Nakanishi, 1992). Su denominación hace referencia 
al agonista farmacológico capaz de unirse con mayor especificidad a ellos y abrir 
selectivamente el canal: receptores de N-metil-D-aspártico (NMDAR), receptores de �-amino-3-
hidroxi-5-methil-4-isoxazolepropiónico (AMPAR) y receptores de ácido kaínico (KAR).  

A nivel molecular, los iGluRs son proteínas integrales de membrana constituidas por diferentes 
subunidades que forman tetrámeros o pentámeros (Rosenmund et al., 1998, Madden, 2002), y 
cuya combinación determina las propiedades biofísicas y la farmacología del receptor. Se han 
identificado alrededor de 28 subunidades distintas, diferencialmente expresadas en el SNC. 
Cada subunidad consta de una cadena polipeptídica de aproximadamente 900 aminoácidos 
(�100 kDa) que da lugar a una proteína con los siguientes dominios: i) un extremo N-terminal 
en la región extracelular; ii) tres dominios transmembrana (M1, M3 y M4), iii) un loop (M2) 
incluido en la membrana por su cara citoplasmática y iv) un  extremo C-terminal en la región 
intracelular (Figura 14), que permite la interacción del receptor con proteínas PSD (postsynaptic 
density). Las PSD están constituidas por más de 100 proteínas, que incluyen receptores, 
canales iónicos, moléculas de adhesión y proteínas del citoesqueleto, entre otras, siendo PSD-
95 una de las más abundantes. Su función principal es la de mantener la estructura y 
organización de los elementos postsinápticos, asociándolos a las diferentes vías de 

Figura 13. La sinapsis 
glutamatérgica. El glutamato 
liberado al terminal sináptico 
actúa a nivel postsináptico sobre 
receptores AMPA, NMDA, KA y 
receptores metabotrópicos 
(mGluRs), dando lugar a la 
generación de un potencial 
excitatorio. La acción del 
glutamato en la sinapsis finaliza 
con la reducción de su 
concentración por difusión o por 
recaptación mediante 
transportadores en células 
gliales adyacentes o en las 
mismas neuronas pre- o 
postsináptica. Adaptado de 
(Attwell and Gibb, 2005) . 
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señalización y asegurando el correcto funcionamiento de la transmisión sináptica (Boeckers, 
2006, Kim and Sheng, 2009).  

� Receptores de NMDA (NMDARs):  

Los NMDARs son estructuras tetra-heteroméricas permeables a iones de Na+, Ca2+ y  K+ 

(Monyer et al., 1992) que han sido extensamente estudiados debido al gran número de ligandos 
selectivos descritos, tanto agonistas como antagonistas (p.e. MK801 o ketamina). Constituyen 
canales dependientes de voltaje que, en situación fisiológica de reposo, se encuentran 
bloqueados por magnesio (Mg2+) (Nowak et al., 1984). Cuando éste se elimina, el canal se 
activa permitiendo el influjo de calcio y dando lugar a la despolarización postsináptica y la 
generación del potencial de acción. Estos canales presentan un tiempo de apertura largo y una 
cinética de activación relativamente lenta (Lester et al., 1990). 

A nivel estructural estos receptores están formados por subunidades NR1, NR2 (isoformas 
NR2A-NR2D) y, en algunos casos, subunidades NR3 (NR3A y NR3B) (Madden, 2002). La 
subunidad NR2, que se expresa según patrones espacio temporales en el cerebro, presenta 
los dos lugares de unión de ligando, mientras que en la NR1, presente en todas las neuronas, 
contiene el sitio de unión de glicina, co-agonista imprescindible para la actividad del receptor 
(Watanabe et al., 1992). En ausencia de glicina, la unión de glutamato al receptor no resulta en 
la apertura del canal (Johnson and Ascher, 1987). La alta permeabilidad a calcio de los 
NMDARs hace que éstos tengan un papel importante en procesos de muerte celular y 
excitotoxicidad. 

� Receptores AMPA (AMPARs): 

Los iGluRs con afinidad para el agonista AMPA (Gouaux, 2004) están ampliamente pero 
diferencialmente distribuidos por el cerebro siendo mayoritaria su expresión en el hipocampo y 
en las capas superficiales de la corteza y putamen (Martin et al., 1993). Son responsables, 
junto con los KARs, de la transmisión excitatoria más rápida del SNC y también se han 
relacionado con mecanismos de plasticidad sináptica.  

A nivel estructural, se encuentran en forma de homo- o hetero-oligómeros compuestos de 
subunidades denominadas GluRA-GluRD (o GluR1-GluR4) cuya combinación determina las 
propiedades funcionales del receptor (p.e. la permeabilidad a Ca2+) (Jonas and Burnashev, 
1995). Los AMPARs presentan dos sitios de unión a ligando, los cuales deben estar ocupados 
para que se dé el cambio conformacional necesario para la apertura del canal. La entrada de 
cationes (principalmente Na+ y K+) da lugar a cambios locales en el potencial de membrana que 
desencadenan un EPSP. 

� Receptores de KA (KARs): 

Los KARs no solo median la transmisión de señales excitatorias sino que también regulan la 
liberación de neurotransmisores a nivel  presináptico. Generan corrientes eléctricas menores 
(Castillo et al., 1997), más lentas pero de mayor durada que los AMPARs, y parecen estar 
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involucrados en fenómenos de plasticidad a corto y largo plazo así como en la regulación de la 
señalización sináptica (Lerma, 2003).  

Hasta el momento, se han clonado cinco subunidades diferentes del receptor, divididas en dos 
subfamilias. La primera está compuesta por las subunidades GluR5-GluR7 (o GRIK1-3), que 
muestran un alto grado de homología entre ellas y son capaces de formar canales 
homoméricos. GluR6 (o GRIK2) ha sido ampliamente estudiada por su papel en la 
excitotoxicidad por KA a través de su interacción con MLK3 (del inglés, mixed-lineage protein 
kinase 3) y PSD-95 (Savinainen et al., 2001, Tian et al., 2005, Hu et al., 2009, Yu et al., 2009). 
La segunda familia, formada por KA1 y KA2 (o GRIK4-5), presenta mucha más afinidad al 
agonista pero no son capaces de formar canales homoméricos. Se conoce, a partir de ensayos 
de hibridación in situ, que estas subunidades se expresan de manera ubicua en el SNC, 
aunque el patrón de expresión de cada subunidad es heterogéneo (Bahn et al., 1994). 

Receptores metabotrópicos de glutamato (mGluRs) 

Pertenecen a la superfamília de receptores unidos a proteínas-G (proteínas que unen GTP) 
que se divide en tres grupos distintos (Grupo I: mGluR1, mGluR5; Grupo II: mGluR2, mGluR3; 
Grupo III: mGluR4, mGluR6-8) en función de su sistema de segundo mensajero, su homología 
y su farmacología. A diferencia de los iGluR, éstos están formados por polipéptidos que 
presentan siete dominios transmembrana (Figura 14). La unión de un agonista a uno de estos 
receptores da lugar a cambios en los niveles de segundos mensajeros (adenosín monofosfato 
cíclico (cAMP) o diacilglicerol (DAG)) mediados por la adenilato ciclasa (AC) y la fosfolipasa C 
(PLC) así como por la liberación de Ca2+ de los reservorios intracelulares (ver (Pin and 
Duvoisin, 1995) para revisión).  

La función de los mGluRs se basa en regular la excitabilidad neuronal y la liberación de 
neurotransmisores (Doherty and Dingledine, 2002) y se caracterizan por mediar respuestas 
sinápticas más lentas en comparación a los iGluR. 

 

 

Figura 14. Estructura de los receptores de glutamato. a-b) Representación de heterómeros de los receptores 
ionotrópicos AMPA /  KA (a) y NMDAR (b). Cada subunidad consta de un domino amino-terminal (ATD) y un 
dominio de unión al ligando (LBD) seguidos de cuatro dominios transmembrana y un extremo flexible carboxi-
terminal. El receptor de NMDA consta de un sitio de unión a glicina y, en estado inactivo, se encuentra bloqueado 
por Mg2+. c) Las subunidades de los receptores metabotrópicos constan de un dominio de unión al ligando, seguido 
de siete  dominios transmembrana y un extremo C-terminal intracelular que permite su asociación a segundos 
mensajeros. 
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2.4.3. Excitabilidad neuronal y excitotoxicidad 

La excitabilidad intrínseca de las neuronas 

Una excitabilidad neuronal apropiada y una correcta transmisión sináptica son dos factores 
clave para el buen funcionamiento del SNC (Kandel, 2000). La excitabilidad neuronal depende 
de las condiciones en que se encuentra la célula en el momento de su estimulación. En 
situación basal, el compartimento intracelular de la neurona se encuentra cargado 
negativamente en relación al espacio extracelular. Cuando los canales iónicos dependientes de 
voltaje se abren permiten la difusión de iones entre ambos compartimentos, modificando el 
potencial de membrana (Rutecki, 1992). Una neurona debe integrar las múltiples señales 
excitatorias e inhibitorias que recibe de manera que si el sumatorio da lugar a una 
despolarización por encima del umbral de voltaje, se generará el potencial de acción. Este 
potencial, que se produce tras un breve influjo de Na+ seguido de un eflujo de K+, es el principal 
mecanismo para la transmisión sináptica entre neuronas. El número de potenciales de acción y 
la forma de éstos determinarán la cantidad de calcio que entra al terminal presináptico y la 
eficacia de la transmisión (ver (Berridge, 2012) para revisión). Cualquier cambio en la 
excitabilidad de la neurona dará lugar a cambios en su función.  

Mecanismos de excitotoxicidad celular 

El concepto de excitotoxicidad fue propuesto por el Dr. Olney en 1969 (Olney, 1969) para 
referirse a los efectos tóxicos derivados de una estimulación excesiva o prolongada de los 
receptores de glutamato por aminoácidos excitatorios (EAAs). Se considera uno de los 
principales mecanismos de muerte celular en un gran número de enfermedades isquémicas y 
neurodegenerativas que afectan al SNC (Dong et al., 2009, Mehta et al., 2013).  A día de hoy 
se han realizado experimentos in vitro e in vivo de administración de EAAs en el sistema 
nervioso que  han permitido esclarecer los múltiples efectos adversos de la sobreestimulación 
glutamatérgica (ver (Dong et al., 2009, Wang and Qin, 2010) para revisión).  

La exposición prolongada a glutamato produce el flujo excesivo de iones de calcio al espacio 
intracelular y también a organelas sensibles como el RE o la mitocondria (Berliocchi et al., 
2005). Este incremento en la concentración de Ca2+ lleva a la activación mantenida de 
proteasas dependientes de calcio (p.e. calpaínas y caspasas) y quinasas (p.e. la proteína 
quinasa A (PKA), la calcio calmodulina quinasa (CaMKII), proteínas tirosina quinasa (PTK) o 
MAPK) (Mehta et al., 2013). Estas quinasas inician una cascada de eventos que da lugar a la 
activación de vías de señalización (Finkbeiner and Greenberg, 1996, Wang and Qin, 2010) 
(Aarts and Tymianski, 2004) y factores de transcripción de genes de respuesta temprana (p.e. 
proteína activadora-1 (AP-1)) implicados en procesos de muerte celular por necrosis, apoptosis 
o incluso autofagia (Martin et al., 1998, Wang and Qin, 2010). Estos eventos incluyen la 
despolarización de la membrana mitocondrial, la activación de la vía de las caspasas y el 
incremento en la producción de óxido nítrico (NO) y radicales libres (Lafon-Cazal et al., 1993, 
Yamauchi et al., 1998) (Figura 15).  
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Las estrategias terapéuticas destinadas a reducir la excitotoxicidad mediante antagonistas de 
los receptores o transportadores de glutamato han resultado ir asociados a gran cantidad de 
efectos secundarios. En consecuencia, se están investigando alternativas más específicas 
dirigidas a mecanismos concretos implicados en el desarrollo de la excitotoxicidad. Entre ellos 
encontramos agentes antioxidantes, bloqueantes o neutralizantes del flujo de calcio intracelular 
o bloqueantes de la señalización de muerte celular, entre otros (Meldrum, 2000).  

 

 

 

 

2.4.4. Función de PrPC en la sinapsis: antecedentes 

Existen varias evidencias que sugieren que PrPC puede estar jugando un papel importante en 
la sinapsis neuronal mediante la regulación de los receptores de glutamato y, 
consecuentemente, la regulación de la excitabilidad neuronal. Las principales se resumen a 
continuación: 

1. La degeneración sináptica es una de las principales características neuropatológicas de la 
enfermedad priónica (Clinton et al., 1993). 

2. PrPC se localiza en la sinapsis, formando parte de complejos de señalización junto a los 
receptores y canales iónicos de las membranas pre y post-sinápticas (Fournier et al., 
1995, Fournier et al., 2000, Moya et al., 2000, Fournier, 2008).  

3. PrPC es capaz de unir cobre a través de los octarepeats, lo que le involucra en el 
mantenimiento del estado de oxidación-reducción y la homeostasis del Ca2+ en el terminal 
sináptico (Vassallo and Herms, 2003).  

Figura 15. Mecanismo de excitotoxicidad. La sobreestimulación de los 
receptores de glutamato en el terminal postsináptico da lugar a una cascada de 
eventos que incrementan la concentración de calcio intracelular. Los niveles 
elevados de Ca2+ suponen la activación de enzimas dependientes de este catión y 
la consecuente activación de vías de muerte celular por excitotoxicidad. Fuente: 
(Mehta et al., 2013).
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4. PrPC participa en la liberación de neurotransmisores en la sinapsis mediante su interacción 
con proteínas asociadas como la sinapsina Ib o la sinaptofisina (Keshet et al., 2000, 
Spielhaupter and Schatzl, 2001). 

5. PrPC es capaz de modular la actividad de diferentes tipos de receptores de glutamato. Se 
ha descrito que PrPC puede estar regulando la expresión de subunidades de receptores 
AMPA/KA (Rangel et al., 2007) además de interaccionar con la subunidad NR2D 
(Khosravani et al., 2008), GluR1/GluR2 (Watt NT, 2012)) o mGluR1/5 (Beraldo et al., 2011) 
de los receptores de glutamato.  

6. Tanto el ratón Prnp-knockout como el Tg20 presentan defectos electrofisiológicos en 
potenciación a largo plazo (LTP) y facilitación sináptica (Collinge et al., 1994, Maglio et al., 
2004, Rangel et al., 2009). 

Todos estos indicios, la mayoría descritos a partir de estudios knockout in vivo e in vitro, 
sugieren un papel importante de la proteína priónica celular en el mantenimiento de la función 
sináptica (Collinge et al., 1994, Brown, 2001). No hay que olvidar, que muchas de las otras 
funciones asociadas a PrPC (Figura 7), están íntimamente asociadas al rol sináptico de la 
proteína. Esto es debido a que PrPC, desde su ubicación en membrana, concretamente en las 
rafts lipídicos (Taylor and Hooper, 2006, Lewis and Hooper, 2011), actúa como una proteína 
transductora de señales intracelulares a través de la modulación de vías principales de 
señalización (p.e. ERK1/2 o PI3K/AKT) (Hugel et al., 2004, Linden et al., 2008). Estas quinasas 
reguladas por PrPC actúan a su vez sobre múltiples dianas implicadas en gran diversidad de 
procesos celulares, algunos de ellos esenciales durante el proceso de neurogénesis y posterior 
formación y mantenimiento de los circuitos neuronales. No sorprende, por lo tanto, que la falta 
de PrPC en el animal Pnrp-knockout produzca alteraciones funcionales en aquellas estructuras 
cerebrales en las que PrPC está expresada de forma preferente, como es el hipocampo y otras 
estructuras del sistema límbico. De ahí que PrPC se asocie a procesos de aprendizaje y 
consolidación de la memoria a corto y largo plazo (Criado et al., 2005) o al mantenimiento de 
los ritmos circadianos y el patrón del sueño (Tobler et al., 1996, Tobler et al., 1997, Huber et al., 
1999). 

Función neuroprotectora de PrPC  

Hemos mencionado anteriormente que alteraciones en la transmisión sináptica y la 
excitabilidad neuronal pueden dar lugar a muerte celular por excitotoxicidad. En consecuencia, 
si asumimos que PrPC tiene un rol en el mantenimiento de la integridad sináptica estamos 
indirectamente asociando a esta proteína una función neuroprotectora en el organismo 
(Chiarini et al., 2002, Roucou et al., 2003).   

Una de las principales evidencias del rol neuroprotector de PrPC la encontramos en el ratón 
Prnp-knockout. Este animal transgénico carente de la proteína priónica presenta una 
susceptibilidad incrementada a estrés oxidativo (Brown et al., 2002) así como a  fenómenos de 
excitotoxicidad derivados de tratamiento con agonistas de glutamato (p.e. KA (Walz et al., 
1999, Rangel et al., 2007) o NMDA (Khosravani et al., 2008)). Este fenotipo va acompañado de 
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una  reorganización de la arquitectura neuronal del hipocampo (Colling et al., 1997, Steele et 
al., 2007) para revisión).  

Dejando de lado la posible toxicidad de formas truncadas (Baumann et al., 2007, Li et al., 
2007a), transmembrana (Stewart et al., 2005) o citosólicas de PrPC (Ma et al., 2002), PrPC se 
ha visto también involucrada en mecanismos de supervivencia neuronal, lo que complementa 
las evidencias su función neuroprotectora.  

Este rol en la supervivencia celular viene mediado por: i) su función antiapoptótica, suprimiendo 
la muerte celular mediada por Bax (Proteína X asociada a Bcl-2) (Bounhar et al., 2001); ii) su 
interacción con la proteína inducible por estrés (STI1) (Lopes et al., 2005) iii) su papel 
antioxidante (Brown and Besinger, 1998, Brown et al., 2002) o iv) la activación de la quinasa 
Fyn, asociada con mecanismos de supervivencia celular y proliferación (Mouillet-Richard et al., 
2000), entre otros.  Algunas de estas funciones serán detalladas en el apartado de discusión de 
este trabajo.  

Este rol neuroprotector de PrPC sugiere que la disminución de sus niveles endógenos 
observada en las prionopatías produce una disminución de la neuroprotección dependiente de 
PrPC en el organismo. Tal y como propone la hipótesis de la pérdida de función, este hecho 
puede ser una de las múltiples causas que dan lugar al desarrollo de la patología priónica (Hetz 
et al., 2003).    

2.4.5. Alteraciones en la excitabilidad neuronal: la epilepsia 

Uno de los principales modelos experimentales utilizados en el estudio de la función 
neuroprotectora de PrPC es la epilepsia del lóbulo temporal o TLE. Esta patología, ha sido 
reproducida tanto in vitro  como in vivo, ya sea mediante la administración de drogas 
epileptogénicas como el ácido kaínico (KA), NMDA o la pilocarpina, o mediante una 
estimulación eléctrica prolongada del cerebro, conocida como kindling. Estos modelos suelen 
reproducir el proceso fisiopatológico en tres fases: una fase inicial de crisis aguda derivada del 
daño cerebral producido, seguido de un periodo de latencia con ausencia de crisis y seguido de 
una fase crónica con presencia de crisis espontáneas recurrentes (Garcia Garcia et al., 2010)..  

Actualmente, la TLE experimental también está siendo de gran utilidad para entender el rol de 
PrPC en la regulación de la excitabilidad neuronal y la transmisión sináptica. 

Introducción a la fisiopatología de la epilepsia 

Entre las enfermedades del SNC que cursan con excitotoxicidad encontramos la epilepsia, una 
patología cerebral caracterizada por la aparición de episodios o crisis epilépticas repetitivas 
resultantes de un desequilibrio entre los mecanismos excitatorios (transmisión glutamatérgica) 
e inhibitorios (transmisión gabaérgica) neuronales. Esta alteración en la comunicación 
neuronal, ya sea por una excitación excesiva o un déficit inhibitorio, resulta en descargas 
excitatorias sincronizadas, prolongadas y desordenadas de una o más poblaciones neuronales 
(ver (Engel, 1996, Dalby and Mody, 2001) para revisión).   
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Desde un punto de vista clínico, se conocen más de 40 tipos de epilepsia en los seres 
humanos. Se considera que la susceptibilidad genética está implicada al menos en un 30% de 
ellas (epilepsias idiopáticas), con mutaciones descritas en varios genes, entre los que se 
encuentra Prnp (Steinlein, 2004). El resto son epilepsias adquiridas (o epilepsias sintomáticas), 
resultantes traumatismos cerebrales, tumores, enfermedades cerebro-vasculares, infecciones 
del SNC o trastornos metabólicos, entre otras (Delorenzo et al., 2005).  

Hasta el momento, no se conocen con certeza los mecanismos y factores que transforman un 
cerebro normal en epiléptico. Sin embargo, a nivel experimental, se ha propuesto la 
participación de los siguientes factores: i) alteración de la actividad CaMKII; ii) peroxidación 
lipídica y formación de nitritos; iii) alteración de los niveles de acetilcolina; iv) estrés oxidativo 
en el hipocampo; v) cambios en el sistema histaminérgico; vi) reducción de neuropéptidos 
anticonvulsivos endógenos e incremento de los convulsionantes y vii) pérdida de la inhibición 
de las sinapsis gabaérgicas y aceleración de la internalización de los receptores GABA (ácido 
�-aminobutírico) (Wasterlain et al., 2002, Freitas et al., 2004, Freitas et al., 2005, Lintunen et 
al., 2005, Singleton et al., 2005).  

A nivel anatómico y celular, las regiones más susceptibles a generar un foco epiléptico son 
aquellas que están altamente interconectadas, reguladas por interneuronas de carácter 
inhibitorio, de citoarquitectura compleja y encargadas de procesar gran cantidad de 
información. Así, tanto el neocórtex, el hipocampo o la amígdala se presentan como las 
principales estructuras afectadas (Pastor et al., 2006).  

El hipocampo como diana en los procesos epilépticos 

Tanto desde el punto electrofisiológico como anatomopatológico, el hipocampo es la estructura 
cerebral más estudiada en la epilepsia del lóbulo temporal o TLE, que es la principal y más 
predominante causa de epilepsia focal adquirida (ver (Engel, 1996, Pastor et al., 2006, Ono and 
Galanopoulou, 2012) para revisión) (Figura 16).   

La esclerosis es la alteración más típica del hipocampo epiléptico, aunque existe cierta 
controversia sobre si ésta es la causa de la actividad epiléptica o la consecuencia de episodios 
epilépticos recurrentes. Se caracteriza por: i) una muerte neuronal extensa y gliosis 
principalmente a nivel de las regiones CA3 y CA1, el hilus del giro dentado y las capas 
superficiales de la corteza entorrinal (aunque también puede observarse en otros estratos del 
hipocampo) y ii) la reinervación de la capa supragranular del giro dentado por las fibras 
musgosas, favoreciendo la sincronización neuronal y amplificando las descargas resultantes de 
una crisis epiléptica (Scharfman et al., 2003). Estos circuitos reinervados  son de naturaleza 
glutamatérgica y, según se ha descrito, van acompañados de incrementos en las subunidades 
NR1 y NR2 de los NMDARs (Mikuni et al., 2000) así como de la subunidad KA1 de los KARs 
(Hikiji et al., 1993), lo que sugiere una respuesta mayoritaria a través de estos receptores. 
Igualmente, se han detectado alteraciones en los niveles de la subunidad GluR2 del receptor 
AMPA en la región CA3, que se asocian a una mayor permeabilidad de Ca2+ (Friedman and 
Veliskova, 1998).  
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Hasta el día de hoy, las investigaciones se han centrado en esclarecer el rol del giro dentado 
en la fisiopatología de la epilepsia, ya que esta estructura es la ruta obligada de entrada de las 
descargas epilépticas al hipocampo a través del circuito trisináptico (vía perforante, fibras 
musgosas y fibras colaterales de Schaffer). Los resultados sugieren una alta reorganización 
dinámica de los circuitos hipocámpicos en estricta relación con la epileptogénesis. Esta 
remodelación incluye la desconexión glutamatérgica de una población de interneuronas del 
hilus que origina una desinhibición del giro dentado y la región CA3, causando la 
hiperexcitabilidad de las células granulares y facilitando la generación de descargas epilépticas 
(Sloviter, 1992).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. El hipocampo: estructura laminar y conexiones. a) Visualización de las neuronas y proyecciones del 
hipocampo por combinación de técnicas inmunohistoquímicas. Las células musgosas del hilus (h) se marcan en 
verde por marcaje con calretinina. Sus dendritas hacen sinapsis con las células granulares del giro dentado (g) y 
sus axones proyectan sobre la capa molecular interna (iml) formando la proyección comisural.  En la capa 
molecular externa (oml) termina, entre otras, la conexión procedente de la corteza entorrinal (vía perforante). Los 
cuerpos neuronales se marcan en azul (DAPI), y destacan la capa piramidal (sp) de la región CA1 y CA3 (células 
piramidales) y la capa granular del giro dentado (g). Estas células granulares también se marcan por calbindina en 
rojo, por lo que se muestran en este color sus dendritas, extendiéndose hacia la fisura hipocámpica (hf), y sus 
axones, las fibras musgosas, que atraviesan el hilus para contactar con las dendritas de las células piramidales de 
la región CA3 en el estrato lucidum (sl). Éstas últimas dirigen sus axones ramificados a las neuronas de la región 
CA1 (colaterales de Schaffer) b) Representación esquemática de las conexiones intrínsecas del hipocampo: vía 
perforante, fibras musgosas, fibras colaterales de Schaffer y fibras comisurales. Adaptado de (Berridge, 2012) y 
(Forster et al., 2006). 
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Hace ya varias décadas que PrP empezó a ser objeto de estudio. El impacto social que causó 
la epidemia de EEB en los años 70-80 situó esta proteína en el foco de atención como principal 
sospechosa y responsable del desarrollo de la enfermedad (Woolhouse and Anderson, 1997). 
Esta patología neurodegenerativa del SNC estaba resultando letal para el ganado, lo que 
suponía no solo importantes pérdidas económicas sino también una alarma social considerable 
al afectar la cadena alimentaria. La aparición de casos relacionados en humanos así como la 
similitud ya descrita con otras enfermedades como CJD, GSS o IFF,  hizo evidente la 
necesidad de conocer y entender la fisiopatología de las EETs (Aguzzi et al., 2001). 

Desde entonces y hasta el día de hoy, el camino no ha sido precisamente fácil. El 
descubrimiento del agente infeccioso por Stanley B. Prusiner (Prusiner, 1982) ya supuso una 
revolución per se. No solo se trataba de un agente de naturaleza proteica sino que, además, se 
trataba de una proteína endógena que adquiría patogenicidad como consecuencia de un 
cambio conformacional. Por si fuese poco, esta proteína podía replicarse en el huésped a 
expensas de la forma endógena, transmitirse por diferentes vías a otro organismo y propagar la 
enfermedad.  

La generación de animales knockout para PrPC (Bueler et al., 1992, Manson et al., 1994, Steele 
et al., 2007) permitió dar un paso de gigante en la investigación de las EETs al observar que la 
transmisibilidad era totalmente dependiente de la presencia de la proteína endógena (Bueler et 
al., 1993). Este hecho dejaba entrever que el mecanismo patogénico que se estaba buscando 
era probablemente el resultado de la conversión de dos factores: 1) la pérdida de la función 
fisiológica de PrPC y 2) la neurotoxicidad derivada de la agregación de PrPSC en el SNC. 
Basándose pues en las hipótesis de pérdida o ganancia de función, la investigación sobre 
PRPC se dividió en dos líneas, una centrada en la búsqueda de la función fisiológica de PrPC y 
la otra en los mecanismos de infectividad y propagación de PrPSC. 

Desde hace varios años, nuestro laboratorio ha utilizado diferentes modelos celulares y líneas 
de ratones transgénicos para estudiar el rol fisiológico de PrP durante el desarrollo y en el 
organismo adulto (Bribian et al., 2012), así como su relación con otras enfermedades 
neurodegenerativas como el Alzheimer (Gavin et al., 2008). En el momento de iniciar este 
trabajo, ya existían evidencias de un posible rol de PrPC en la regulación de mecanismos de 
proliferación y diferenciación celular (Steele et al., 2006, Liang et al., 2007, Morel et al., 2008) 
así como un papel citoprotector ante estímulos excitotóxicos (Rangel et al., 2007). Sin 
embargo, el cómo PrPC podía regular estos procesos celulares todavía era una cuestión sin 
responder. 

En base a estos hechos, el principal objetivo planteado en esta Tesis Doctoral fue el de 
determinar los mecanismos moleculares mediante los cuales PrPC podía estar ejerciendo 
una función neuroprotectora y reguladora del ciclo celular.  

Alcanzar este objetivo implicaba dirigir o enfocar nuestra línea de investigación a objetivos más 
específicos, los cuales se indican a continuación: 
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Objetivo 1.  Analizar los resultados de perfil de expresión génica descritos en 
diferentes modelos celulares y animales para determinar la implicación de 
PrP en diferentes procesos fisiológicos.   

Objetivo 2. Estudiar los cambios en proliferación y progresión del ciclo celular en 
una línea de neuroblastoma (N2a) modificada para la expresión transitoria 
de PrPC. 

Objetivo 3.  Identificar alteraciones en la morfología celular asociados a la 
sobreexpresión o silenciamiento de la proteína priónica celular. 

Objetivo 4.  Profundizar en el rol de PrPC como regulador de la transmisión 
sináptica y la excitabilidad neuronal mediante modelos in vivo de 
epilepsia del lóbulo temporal (TLE). 

Objetivo 5.  Describir los mecanismos moleculares mediante los cuales PrPC ejerce 
un papel neuroprotector frente a excitotoxicidad por kainato (KA). 
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La presente Tesis Doctoral, titulada “La proteína priónica celular: análisis de su función 
neuroprotectora y reguladora del ciclo celular”, se presenta como un compendio de las 
siguientes publicaciones: 

 

Capítulo I   

Franc Llorens, Patricia Carulla, Ana Villa, Juan M. Torres, Puri Fortes, Isidre Ferrer y José 
Antonio del Río. PrPC regulates epidermal growth factor receptor function and cell shape 
dynamics in Neuro2a cells. 

Manuscrito publicado en The Journal of Neurochemistry, 2013 May 2. Doi:10.1111/jnc. 12283. 
[Epub ahead of print] 

 

Capítulo II 

Patricia Carulla, Ana Bribián, Alejandra Rangel, Rosalina Gavín, Isidro Ferrer, Carme Caelles, 
José Antonio del Río y Franc Llorens. Neuroprotective role of PrPC against kainate-induced 
epileptic seizures and cell death depends on the modulation of JNK3 activation by 
GluR6/7–PSD-95 binding. Mol�Biol�Cell.�2011�September�1;�22(17):�3041–3054.��

Manuscrito publicado en Molecular Biology of the Cell, 2011 September 1; 22(17): 3041–3054. 
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PrPC regula la función del receptor del factor de crecimiento epidérmico 
(EGFR) y la morfología celular en células Neuro2a. 

Franc Llorens*, Patricia Carulla*, Ana Villa, Juan M. Torres, Puri Fortes, Isidre Ferrer & José A. 

del Río 

 

Resumen: 

La conversión de la forma endógena de la proteína priónica celular (PrPC) a su forma patógena 
(PrPSC) supone el evento principal responsable del desarrollo de las prionopatías. Aunque la 
participación de PrPSC en estas enfermedades ha sido estudiada extensamente, existe cierta 
controversia sobre el papel fisiológico que lleva a cabo la proteína sana en el organismo. Hasta 
el día de hoy, esta glicoproteína ha sido involucrada en múltiples procesos celulares por su 
interacción con proteínas de membrana y la consecuente regulación de complejos de 
señalización intracelular. Sin embargo es poca y dispar la información disponible sobre los 
cambios en expresión génica derivados de la acción de PrPC, ya sea a partir de modelos 
celulares o animales. 

En este trabajo presentamos el perfil de expresión génica PrPC-dependiente en células N2a y la 
participación de esta proteína en las principales funciones celulares representadas: i) ciclo 
celular, ii) crecimiento celular y proliferación y iii) mantenimiento de la morfología celular. 
Hemos observado que la sobreexpresión de PrPC en este tipo celular actúa positivamente 
sobre el proceso de proliferación y favorece la entrada en ciclo celular tras la estimulación con 
suero. Por lo contrario, el silenciamiento de PrPC enlentece la progresión a lo largo del ciclo. 
Nuestros resultados indican que estos efectos son derivados de la acción reguladora de PrPC 
sobre las vías de señalización MAPK y AKT tanto en células asincrónicas como tras 
estimulación mitogénica.  

También hemos demostrado que esta regulación está mediada, en parte, por la interacción de 
PrPC con el receptor de EGF (EGFR) en la membrana plasmática, donde ambas proteínas 
constituyen un complejo multimérico.  

Finalmente, PrPC también ejerce un rol modulador de la morfología celular, pues su 
sobreexpresión en células N2a produce un incremento en el número de filopodios. La 
formación de estas estructuras es consecuencia de la acción de PrPC sobre el citoesqueleto de 
actina mediante la regulación de las Rho GTPAsas, concretamente a través de la activación de 
la vía AKT-Cdc42-N-WASP. 

Referencia: 

Llorens F, Carulla P, Villa A, Torres JM, Fortes P, Ferrer I, Del Rio JA (2013a) PrP regulates epidermal growth factor 
receptor function and cell shape dynamics in Neuro2a cells. Journal of neurochemistry [Epub ahead of print]. 
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SUPPLEMENTARY FIGURE 1 

 

 

 

 

 

Supplementary Figure 1. Regulation of PrPC expression levels after transient silencing 
and overexpression in N2a cells. RT-qPCR analysis of N2a cells transfected for 24 hours with 

Scramble, siRNA-PrPC, pcDNA and pcDNA-PrPC. Samples were normalized by the relative 

expression of GAPDH. 
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SUPPLEMENTARY FIGURE 2 

Supplementary Figure 2. List of regulated genes in the microarray analysis. Mapped ID 
regulated in the microarray analysis after transient PrPC silencing and overexpression using a 
1.5 fold change threshold and a false discovery rate at 5%. 
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SUPPLEMENTARY FIGURE 3 

 

 
Supplementary Figure 3. Validation of microarray and RT-qPCR data by western blot. 
Western blot analysis of N2a cells transfected for 24 hours with Scramble, siRNA-PrPC, pcDNA 

and pcDNA-PrPC. A selection of proteins whose genes were differentially expressed after PrPC 

modulation is shown. Fold change is expressed relative to controls. 
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SUPPLEMENTARY FIGURE 4 

 

 

 

 

 

Supplementary Figure 4. Regulation of ERK1/2 activity by PrPC expression in SK-N-SH 
cells. Western blot analysis of SK-N-SH cells transfected for 24 hours with Scramble, 

siRNAPrPC, pcDNA and pcDNA-PrPC, developed with p-ERK1/2 and ERK antibodies. 

Densitometric nalyses�of�five�independent�experiments�are�shown�(***�p�<�0.001,�ANOVA�test).�
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SUPPLEMENTARY FIGURE 5 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Supplementary Figure 5. PrPC and EGFR co-localization in vesicles of A431 cells. (a-c) 

Confocal consecutive 0.5 mm thick sections of A431 cells transfected with PrPC to determine 

the distribution of endogenous EGFR expression and PrPC. Arrows point to vesicles containing 

both proteins. (d) Magnification of the boxed area in B. 
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SUPPLEMENTARY FIGURE 6 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Supplementary Figure 6. Neuritogenesis in serum-starved N2a. N2a cells were transfected 

with Scramble, siRNA-PrPC, pcDNA and pcDNA-PrPC for 24 hours. Cells were serum-starved 

for another 24 hours, fixed and immunostained for anti-actin and stained with Hoechst. A total of 

400 cells were analyzed for each condition. Scale bar: 20 �m. 
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SUPPLEMENTARY FIGURE 7 

 

Supplementary Figure 7. List of primers used in the study. 
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PrPC ejerce su papel neuroprotector ante episodios epilépticos y muerte 
celular inducidos por KA a través de la modulación de la activación de 

JNK3 por unión de GluR6/7-PSD-95. 

Patricia Carulla, Ana Bibrián, Alejandra Rangel, Rosalina Gavín, Isidro Ferrer, Carme Caelles, José 

Antonio del Río & Franc Llorens. 

 

Resumen: 

La proteína priónica celular o PrPC es una glicoproteína de membrana, presente en el SNC y 

cuyo cambio conformacional da lugar a PrPSC, una forma patógena, de plegamiento anómalo, 

responsable del desarrollo de las EETs. Aunque todavía no está claro el papel de PrPC en el 

organismo, sí se le ha involucrado en diversos procesos neuronales, entre los que destaca un 

rol en el mantenimiento de la estructura sináptica. Existen evidencias de que la ausencia de 

PrPC produce un incremento de la excitabilidad neuronal y la excitotoxicidad, tanto in vitro como 

in vivo, lo que sugiere su participación directa en la transmisión del impulso nervioso y en la 

regulación de los mecanismos de muerte celular. Más concretamente, se ha descrito que PrPC 

actúa sobre los receptores de NMDA inhibiendo su neurotransmisión, pues los modelos de 

ratón transgénico knockout para PrPC muestran una muerte celular incrementada en respuesta 

a NMDA. Lo mismo se ha observado ante otros agentes excitotóxicos como el kainato (KA).  

En este estudio, demostramos que la neurotoxicidad inducida por KA en el ratón Prnp0/0 es 

dependiente de la activación de la vía de JNK3. La eliminación de esta quinasa en un fondo 

Prnp-knockout (Prnp0/0 Jnk30/0) revierte tanto el fenotipo como la muerte celular observada tras 

el tratamiento con KA. De la misma manera, el bloqueo farmacológico de la actividad JNK3 

reproduce este mismo efecto in vitro, sobre rodajas de hipocampo.  

Por otro lado, nuestros datos también muestran, por primera vez, una regulación de la actividad 

de JNK3 dependiente de la interacción de PrPC con la proteína PSD-95 y GluR6/7 en los rafts 

lipídicos. Esto indica, por un lado, la ubicación postsináptica de PrPC y, por otro, la participación 

de esta proteína en la modulación del complejo GluR6/7-PSD-95-MLK3. Nuestros resultados 

sugieren que, en ausencia de PrPC y tras tratamiento con KA, se favorece la formación de este 

complejo trimérico y la consecuente activación de la vía JNK3 de muerte celular. Nuestros 

datos permiten concluir que PrPC ejerce un papel neuroprotector ante la excitotoxicidad por KA 

a través de la regulación de la neurotransmisión mediada por GluR6/7.  

Referencia: 

Carulla P, Bribian A, Rangel A, Gavin R, Ferrer I, Caelles C, Del Rio JA, Llorens F (2011) Neuroprotective role of PrPC 
against kainate-induced epileptic seizures and cell death depends on the modulation of JNK3 activation by GluR6/7-
PSD-95 binding. Molecular biology of the cell 22:3041-3054. 
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SUPPLEMENTARY FIGURE 1 

 

 

Supplementary Figure 1. List of primers used in the study. 
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 “Prión”. Es el término que utilizó Stanley B. Prusiner para denominar al agente infeccioso 
causante de las prionopatías o EETs (Prusiner, 1982). Su descubrimiento llevó a centrar la 
atención en PrPC, una glicoproteína endógena de membrana, de función desconocida, que se 
expresaba principalmente en el SNC (Linden et al., 2008). Aunque algunos estudios in vivo con 
animales transgénicos sugieren que la neurodegeneración característica de las EETs es 
consecuencia de la ganancia de toxicidad de PrPC por su conversión a PrPSC (Mallucci et al., 
2002), no podemos descartar que la consecuente reducción de los niveles de la proteína 
endógena pueda estar contribuyendo al desarrollo de la enfermedad (Hetz et al., 2003). De ahí 
que el estudio de la función fisiológica de PrPC sea importante para entender la fisiopatología 
de este grupo de enfermedades.  

A pesar de que los niveles de expresión de PrPC en el ratón adulto se muestran prácticamente 
invariables, sí se ha descrito una regulación durante el desarrollo del SNC (Miele et al., 2003, 
Tremblay et al., 2007, Benvegnu et al., 2010). Se ha observado que esta proteína va 
incrementando desde edades embrionarias hasta las primeras semanas postnatales, y se cree 
que su expresión es preferente en el hipocampo, sobre todo en las células piramidales y las 
células granulares del giro dentado (Lazarini et al., 1991, Benvegnu et al., 2011). Sin embargo 
todavía existe cierta controversia sobre la localización espacial de PrPC. Aunque se han 
desarrollado gran diversidad de anticuerpos para detectar la proteína (Polymenidou et al., 
2008), su gran variabilidad supone una seria dificultad técnica a la hora de localizar esta 
proteína en secciones de tejido o cultivos celulares mediante técnicas de inmunohistoquímica. 
Otras aproximaciones, como el desarrollo de animales transgénicos que expresan la proteína 
unida a GFP, han intentado corroborar estos datos (Barmada et al., 2004). No obstante, a día 
de hoy, la regulación espacial de PrPC durante el desarrollo está aún determinar.  

Aún así, esta precisión celular, espacial y temporal en los cambios de expresión de PrPC 
sugiere un rol pleiotrópico de la proteína priónica durante la embriogénesis (Manson et al., 
1992), tanto durante la proliferación como la diferenciación celular, así como un papel esencial 
en el mantenimiento de la función neuronal y plasticidad sináptica posteriormente en la edad 
adulta (Steele et al., 2006).      

Pero, ¿cómo la modulación de los niveles de PrPC puede ayudarnos a conocer la función 
fisiológica de la proteína? La controversia existente sobre la pérdida de función vs ganancia de 
toxicidad de PrPC ha llevado a realizar experimentos de sobreexpresión y silenciamiento de 
PrPC in vitro, mediante el uso de líneas celulares e in vivo, mediante la generación de animales 
transgénicos que no expresan la proteína (Steele et al., 2007), que la sobreexpresan 
(Westaway et al., 1994) o que expresan formas truncadas de ésta (Shmerling et al., 1998, 
Baumann et al., 2009). Los resultados han sido más que sorprendentes, implicando a PrPC en 
procesos de: i) supervivencia celular (Kim et al., 2004, Yu et al., 2012), ii) señalización 
intracelular (Mouillet-Richard et al., 2000, Hugel et al., 2004), iii) neuroprotección (Brown et al., 
1997, Walz et al., 1999, Brown et al., 2002, Rangel et al., 2007, Khosravani et al., 2008, Fleisch 
et al., 2013), iv) diferenciación celular y proliferación (Steele et al., 2006, Morel et al., 2008, 
Loubet et al., 2012), v) adhesión celular (Malaga-Trillo et al., 2009) o vi) regulación sináptica 
(Collinge et al., 1994), entre otros.  
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Con todas estas evidencias descritas, queda claro que una variación en los niveles de 
expresión de PrPC resulta en la alteración de múltiples funciones celulares. Sin embargo, estas 
aproximaciones no siempre permiten revelar los mecanismos moleculares implicados. Es lógico 
pensar que una proteína que puede estar actuando en la membrana celular en asociación a 
elementos de señalización (Mouillet-Richard et al., 2000, Hugel et al., 2004) pueda provocar 
alteraciones en múltiples vías intracelulares si se modifica su expresión. En base a esto, los 
estudios high-throughput de proteómica y genómica funcional constituyen un sistema idóneo 
para abarcar ampliamente los cambios moleculares producidos bajo diferentes condiciones 
experimentales.  

A día de hoy, el uso de este tipo de técnicas de screening ya ha proporcionado gran cantidad 
de información relevante sobre los procesos implicados en la patología priónica (Crecelius et 
al., 2008, Zafar et al., 2011, Basu et al., 2012), aunque los resultados obtenidos de modelos in 
vivo no correlacionan completamente con las observaciones realizadas in vitro (Llorens et al., 
2013b). 

Los estudios genómicos y proteómicos realizados hasta el momento incluyen diferentes líneas 
celulares, entre las que encontramos fibroblastos deficientes de PrPC (Satoh et al., 2000) o 
células HEK293 (Satoh and Yamamura, 2004), progenitores neuronales (Li et al., 2005) y 
células gástricas SGC7901 (Liang et al., 2007) transfectadas de forma estable o transitoria con 
la proteína. De estos análisis destaca la regulación de genes de adhesión y proliferación celular 
(p.e. ciclina D1, ciclina B1 o c-myc), canales y proteínas de interacción dependientes de calcio 
o proteínas asociadas a estrés oxidativo y apoptosis, entre otras. Por otro lado, los datos de 
expresión en modelos in vivo (Crecelius et al., 2008, Chadi et al., 2010, Benvegnu et al., 2011, 
Stella et al., 2012) corresponden a muestras de ratones wild type o Prnp-knockout en diferentes 
estadios de desarrollo, e indican la existencia de cambios moderados entre animales jóvenes y 
adultos (ver (Llorens et al., 2013b) para revisión). 

Dos estudios realizados en nuestro laboratorio, previos al inicio de esta Tesis Doctoral, 
complementan esta información. El primerio de ellos, consiste en un análisis comparativo de 
expresión génica en muestras de hipocampo de ratones adultos wild type, Prnp-knockout y 
Tg20. Este ensayo va dirigido a estudiar la regulación de mecanismos de neurotransmisión y 
excitabilidad neuronal por parte de PrPC, pues se habían observado alteraciones 
neurohistopatológicas y electrofisiológicas in vivo en estos ratones transgénicos (Rangel et al., 
2009). Este estudio ha permitido identificar 336 genes regulados en el ratón Tg20 en 
comparación con el wild type, 129 de los cuales coinciden con los 404 genes regulados en el 
ratón knockout, se co-regulan en la misma dirección y pertenecen a vías de: i) ubiquitinación, ii) 
metabolismo de fosfolípidos, iii) señalización por receptores GABA, iv) metabolismo de 
glutamato y v) señalización de calcio, entre otras. La validación por RTqPCR (reacción en 
cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real) de algunos de estos genes confirma la 
regulación a la alza o a la baja de subunidades de receptores GABAA y AMPA/KA en ambos 
genotipos respecto al control. Esta expresión diferencial de los receptores de glutamato se 
suma a las descritas previamente (Telfeian et al., 2000, Iihara et al., 2001, Macdonald et al., 
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2004) y apoya los indicios existentes de un rol de PrPC en el control de la excitabilidad 
neuronal.  

El segundo estudio de microarrays corresponde a un modelo celular de neuroblastoma (N2a) 
con bajos niveles endógenos de PrPC, tras silenciamiento y sobreexpresión transitoria de esta 
proteína. Los resultados indican la regulación de 259 y 357 genes respectivamente, 
involucrados principalmente en ciclo celular. No obstante, entre los 27 genes validados por 
RTqPCR, también se identifican genes relacionados con procesos de proliferación (p.e. ccnd1, 
ccne2, Cdk2 o c-fos), diferenciación (p.e. Egr1), crecimiento neurítico (p.e. SNAP25 o Gap43) y 
tráfico intracelular (p.e. Stx7, Stx8 o Rab7), entre otros. Cabe destacar la regulación a la alza y 
a la baja de la ciclina D1, cuya asociación a PrPC y su implicación en procesos proliferativos ya 
había sido descrita previamente (Satoh et al., 2000, Liang et al., 2007). La regulación de SNAP-
25, involucrada en procesos de tráfico vesicular, recaptación de neurotransmisores y regulación 
de calcio en respuesta a señales glutamatérgicas, también es un dato a remarcar. Además, sus 
cambios de expresión son coincidentes con los observados a nivel de proteína en muestras de 
membrana de células granulares de cerebelo procedentes de animales Prnp+/+ y Prnp0/0 (Stella 
et al., 2012).  

Probablemente, la función de PrPC más validada y corroborada en estos estudios genómicos y 
proteómicos es la de su participación en la biología del cáncer, hasta el punto de ser propuesto 
como posible biomarcador de la progresión de esta enfermedad (Li et al., 2009, de Wit et al., 
2012).  

Esta Tesis Doctoral es la continuación de estos dos últimos estudios funcionales en modelos 
celulares y animales, que involucran a la proteína priónica en el mantenimiento de la actividad 
sináptica (Rangel et al., 2009) y en la regulación de los procesos de proliferación y 
diferenciación celular (Llorens et al., 2013a), respectivamente. La persecución de los objetivos 
planteados nos ha llevado a estudiar más en detalle los mecanismos moleculares por los que 
PrPC puede estar modulando estas funciones fisiológicas. Los resultados obtenidos se 
presentan en el capítulo I y II de esta tesis. En el primero nos hemos centrado en el estudio in 
vitro de la regulación del ciclo celular y la neuritogénesis por interacción de PrPC con EGFR, 
mientras que en el segundo se describe la regulación in vivo de la sinapsis glutamatérgica por 
interacción de PrPC con la subunidad GluR6 de los iGluRs. 

 
1.1. PrPc controla la progresión del ciclo celular  

 
La clara sobrerepresentación de genes involucrados en ciclo celular y proliferación en el 
modelo de neuroblastoma nos ha llevado a corroborar in vitro la participación de PrPC en estos 
procesos celulares. Además, los experimentos realizados también nos han permitido entrar en 
detalle en los mecanismos moleculares implicados. 

 

 



Resumen de resultados y discusión  
�

112 |  
 

La expresión de PrPC correlaciona con los niveles proliferativos en células N2a 

La evaluación de los efectos de la expresión de PrPC sobre el patrón proliferativo de las células 
N2a se ha llevado a cabo mediante diferentes aproximaciones (citometría de flujo (FACS), 
detección de KI67 y ensayo WST-1) en las mismas condiciones experimentales en que se 
había realizado el ensayo de microarrays.  Para la sobreexpresión de PrPC, las células N2a se 
han transfectado con pcDNA-PrPC, mientras que el silenciamiento se ha realizado mediante la 
transfección de un RNA de interferencia para PrPC (siRNA-PrPC), con un efecto transitorio 
sobre los niveles de esta proteína.  

Nuestros resultados indican, tanto en cultivos de N2a asincrónicos como sincrónicos (por 
deprivación y posterior reestimulación con suero), que la sobreexpresión de PrPC produce un 
incremento en la proliferación celular, mientras que lo contrario ocurre tras su silenciamiento. 
Efectos similares se han observado en otros tipos celulares. En células de cáncer gástrico se 
ha descrito una mayor tasa proliferativa y tumorogénesis asociadas a altos niveles de PrPC (Du 
et al., 2005, Liang et al., 2006, Pan et al., 2006, Liang et al., 2007). Lo mismo se ha observado 
en otros tipos de cáncer, como el glioma (Erlich et al., 2007), el cáncer mamario (Diarra-
Mehrpour et al., 2004) o el colorrectal (Du et al., 2013), en los que PrPC parece actuar como un 
inductor de metástasis a través de la modulación de las vías ERK1/2 o AKT o de factores como 
STI1. Se ha demostrado que este efecto puede ser revertido por silenciamiento de PrPC, 
inhibición o eliminación de la región de los octarepeats (Du et al., 2005, Pan et al., 2006, Du et 
al., 2013). Asimismo, se han descrito alteraciones proliferativas a nivel del sistema inmunitario 
(Mabbott et al., 1997) o hematopoyético (Zhang et al., 2006), que correlacionan positivamente 
con los niveles de PrPC.  

Sin embargo, en el SNC, PrPC parece ejercer roles opuestos durante la embriogénesis y el 
animal adulto. El silenciamiento de PrPC produce tasas proliferativas incrementadas en células 
madre embrionarias (Lee and Baskakov, 2010) así como en precursores neuronales (Kim et al., 
2005, Steele et al., 2006) y oligodendrocitos (Bribian et al., 2012), con afectación posterior de la 
diferenciación celular, pero sin llegar a influenciar las características morfométricas del SNC 
(Steele et al., 2006). A diferencia, los precursores neurales multipotentes adultos parecen 
mostrar un incremento proliferativo dosis-dependiente, según se observa en estudios 
comparativos de animales wild type, Prnp-knockout y Tg20 (Steele et al., 2006).  

Estas evidencias hacen pensar en un rol dual de PrPC, acompañando a los procesos de 
proliferación y de renovación celular pero también en los de diferenciación durante la 
embriogénesis y posteriormente en la edad adulta, en la que quedan latentes ciertos núcleos 
proliferativos indiferenciados formados por células madre neuronales (p.e. la SVZ o el DG) 
(Gage, 2000, Alvarez-Buylla and Garcia-Verdugo, 2002). La distribución localizada de estos 
nichos celulares sugiere la influencia de factores neurotróficos  (p.e. EGF bFGF) (Craig et al., 
1996, Gritti et al., 1999) así como de una expresión génica específica (Kempermann et al., 
1997), destinada a la regulación del ciclo celular y la multipotencia. Todo indica que PrPC puede 
actuar sobre estos procesos como proteína de membrana transductora de señales (Mouillet-
Richard et al., 2000) o como factor neurotrófico soluble (Lee and Baskakov, 2010).  
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PrPC regula la activación de las vías de señalización de ERK1/2 y AKT 

En nuestro modelo de estudio, los datos de proliferación se han complementado con 
información de ciclo celular obtenida de ensayos de FACS. El índice proliferativo (PI) indica una 
parada del ciclo celular a nivel de la fase G1 en las células silenciadas, mientras que muestra 
un incremento a nivel de la fase S y G2/M en células transfectadas con PrPC. A pesar de que 
PrPC está involucrado en fenómenos apoptóticos (Kim et al., 2004), estos no parecen estar 
presentes en nuestro sistema de estudio, según indica la ausencia de rotura proteolítica de 
PARP. 

Este patrón de progresión a través de ciclo celular concuerda con las variaciones descritas en 
los niveles de la ciclina D1 (Satoh et al., 2000, Liang et al., 2007, Llorens et al., 2013a). Es 
razonable pensar que estos cambios puedan estar desencadenados por alteraciones en vías 
de señalización intracelular, probablemente de ERK1/2 y AKT, ya que éstas han resultado ser 
críticas en la proliferación y diferenciación de varias líneas celulares (Pene et al., 2002, Roberts 
and Der, 2007, Hers et al., 2011). Además, existen evidencias, en diferentes modelos celulares, 
de que PrPC puede estar ejerciendo un rol regulador sobre estas dos vías de señalización (Pan 
et al., 2006, Liang et al., 2007).  

Efectivamente, el análisis bioquímico de la cinética de activación de estas dos vías ha 
mostrado alteraciones significativas dependientes de PrPC en cultivos de N2a reestimulados 
con suero bovino fetal (FBS). El silenciamiento de PrPC produce una reducción en la activación 
de ERK1/2 además de una reducción de generalizada de la fosforilación de AKT. Estas 
alteraciones se traducen downstream en la reducción de la expresión de factores como Egr1 y 
p-Elk. Por otro lado, la sobreexpresión de PrPC produce un incremento de p-AKT, pero sin 
efectos destacables sobre la activación de ERK1/2.  

Es bien conocido, que la vía MEK-ERK1/2 constituye la principal vía de señalización 
responsable de integrar las señales extracelulares (p.e. nutrientes, mitógenos o factores de la 
matriz extracelular) y hacerlas llegar hasta los sistemas de control del ciclo celular y la 
proliferación (ver (Meloche and Pouyssegur, 2007, Mebratu and Tesfaigzi, 2009, Keshet and 
Seger, 2010, Roskoski, 2012) para revisión). Ensayos realizados con cultivos de fibroblastos 
tratados con diferentes factores de crecimiento (Meloche et al., 1992, Meloche, 1995) han 
descrito una cinética bifásica de activación de ERK1/2 en respuesta a mitógenos, consistente 
en un pico inicial breve de activación seguido de una actividad sostenida de ERK1/2 sin la cual 
no se podría producir la transición G1/S del ciclo celular (Roovers and Assoian, 2000, Meloche 
and Pouyssegur, 2007). La translocación de esta quinasa al núcleo celular, donde persiste 
durante la fase G1 y reversible tras la eliminación del mitógeno, lleva la transcripción de genes 
primero de respuesta temprana (IEGs) como Elk1, c-jun o c-fos, y luego de respuesta tardía 
como ccnd1 (Lavoie et al., 1996). Esta secuencia de eventos explica el fenotipo observado en 
los ratones carentes de c-fos, que muestran defectos en proliferación debidos en parte a la 
incapacidad de entrar en ciclo por reducción de la activación de ciclina D1 en respuesta a suero 
(Brown et al., 1998), de la misma manera que se produce en el ratón knockout para ciclina D1 
(Fantl et al., 1995). La regulación aberrante de la vía MAPK y, en concreto, de la quinasa 
ERK1/2 (Benson et al., 2006), así como los fallos a nivel de las diferentes ciclinas y CDKs que 
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regula (Malumbres and Barbacid, 2009), también contribuyen al desarrollo de tumores por 
alteración en el proceso proliferativo (Roberts and Der, 2007). 

La vía PI3K/AKT también ha sido involucrada en la respuesta a la estimulación por mitógenos, 
como demuestran ensayos funcionales con formas mutadas de AKT (Bellacosa et al., 1998). 
Esta quinasa constituye un elemento clave desde la transición G1/S del ciclo hasta la formación 
del complejo ciclina E-Cdk2 (Roche et al., 1994), siendo esencial para la iniciación de la 
síntesis de DNA. La relación PrPC-PI3K/AKT se ha observado in vitro en modelos de células 
gástricas en que la inhibición de AKT suprime la transactivación de ciclina D1 y consecuente 
proliferación celular de forma dependiente de PrPC (Liang et al., 2007, Hers et al., 2011). En 
línea con esto, cultivos de células N2a que sobreexpresan PrPC,  así como los de células 
hipocámpicas de animales wild type, presentan unos niveles de PI3K fosforilados mayores 
respecto a sus controles Prnp-knockout. Lo mismo ocurre in vivo en estudios comparativos de 
muestras cerebrales de animales wild type y Prnp-knockout, pues los segundos presentan una 
actividad PI3K un 30% inferior a la del wild type (Vassallo et al., 2005). 

Todos estos datos refuerzan nuestra hipótesis de la participación de las vías ERK1/2 y AKT en 
la regulación de la proliferación de las células N2a. 

EGFR como mediador de la señalización de PrPC en la membrana celular 

Los ensayos de agregación de PrPC en membrana mediante anticuerpos anti-PrPC (SAF61) 
(Mouillet-Richard et al., 2000) nos han permitido demostrar la participación de la forma anclada 
a membrana y no la citosólica de PrPC en la activación de las vías AKT / ERK1/2 descritas en 
nuestro modelo de N2a. Ya hemos comentado anteriormente que la ubicación de PrPC en los 
rafts lipídicos de la membrana (Taylor and Hooper, 2006) hace pensar en esta proteína como 
una plataforma de señalización intracelular (Mouillet-Richard et al., 2000, Hugel et al., 2004). 
Sin embargo, debido a su estructura y a su anclaje a membrana por un dominio GPI, la 
activación de las vías ERK1/2 y PI3K/AKT por PrPC únicamente puede ser posible mediante su 
interacción con proteínas adaptadoras o receptores de superficie (Pawson and Scott, 1997). 
Hasta el día de hoy, varias moléculas de membrana han sido relacionadas con PrPC, ya sea a 
través de análisis proteómico de fracciones de membrana (Stella et al., 2012), ensayos de 
interacción (Harmey et al., 1995, Schmitt-Ulms et al., 2001, Spielhaupter and Schatzl, 2001) o 
mediante ensayos de inhibición farmacológica que resultan afectar la función de PrPC (Monnet 
et al., 2004). De entre todas ellas, EGFR cumple con los requisitos de ser un receptor de 
membrana, activado en respuesta a factores de crecimiento y capaz de activar las vías de 
señalización ERK1/2 y PI3K/AKT que vemos reguladas en nuestro modelo (Zwick et al., 1999, 
Sturge et al., 2002, Jorissen et al., 2003, Bazley and Gullick, 2005). Además, su activación 
puede desencadenar la expresión de elementos reguladores del ciclo celular como ciclina D1 
(Humtsoe and Kramer, 2010). Además, está ampliamente descrito que EGFR activa la vía 
MAPK a través de su interacción con Grb2 (Sorkin et al., 2000), una proteína adaptadora que a 
su vez resulta ser una de las moléculas de interacción descritas de PrPC (Lysek and Wuthrich, 
2004). Estas características de EGFR sugieren una participación de este receptor en la 
proliferación de las células N2a dependiente de PrPC.  
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En un intento por corroborar esta hipótesis hemos llevado a cabo dos aproximaciones. En 
primer lugar debíamos demostrar que el factor de crecimiento epidérmico o EGF, que es uno 
de los componentes presentes en el suero y principal ligando de EGFR, es capaz por sí solo de 
reproducir los efectos observados a nivel de señalización y ciclo celular. Los resultados 
coinciden con los obtenidos inicialmente en respuesta a suero y se ratifican mediante el uso de 
inhibidores de PI3K como wortmanina. La segunda aproximación requiere demostrar la 
colocalización de PrPC y EGFR, hecho imprescindible para que PrPC pueda regular su actividad 
ya sea por fosforilación o por interacción directa. Varios estudios habían descrito antes la 
ubicación en los rafts lipídicos de ambas proteínas independientes (Ringerike et al., 2002, 
Lewis and Hooper, 2011) y la necesidad de que éstas estuviesen en estas estructuras de 
membrana para la correcta transducción de señales (Simons and Toomre, 2000), pero ninguno 
había demostrado hasta el momento la interacción entre ambas. Mediante ensayos de 
inmunohistoquímica, fraccionamiento de membrana y co-inmunoprecipitación hemos podido 
confirmar la colocalización y consecuente interacción de ambas proteínas, así como de otros 
miembros del macrocomplejo de señalización de EGFR, como Grb2 y p-Src. Además, la 
interacción del receptor con PrPC se incrementa 24 horas después de la estimulación con EGF, 
coincidiendo con una mayor activación de AKT en células N2a transfectadas con PrPC. 
Nuestras observaciones indican que la interacción PrPC-EGFR modula la actividad y la 
dinámica del receptor, complementando y corroborando los datos previos existentes al 
respecto in vitro en células GT1-7 neuronales y células tumorales A431 (Monnet et al., 2004, 
Solis et al., 2012) o in vivo mediante animales transgénicos knockout (Miettinen et al., 1995) o 
mutantes (Sibilia et al., 2003) para EGFR. Estos últimos muestran fenotipos de desarrollo 
alterado o incluso letal por afectación de los procesos de migración, proliferación y 
diferenciación celular. 

De todos estos datos podemos extraer que, en células N2a, PrPC forma parte del complejo 
molecular que regula la activación de EGFR y que, en respuesta a EGF, lleva a la 
activación de las vías ERK1/2 y AKT y posterior regulación de la proliferación celular y 
otros procesos básicos del desarrollo (Figura 17).  

�

1.2. PrPC regula la dinámica del citoesqueleto de actina. 

La sobreexpresión de PrPC induce la formación de filopodios en células N2a 

Nuestro modelo de neuroblastoma ha dejado entrever diferencias significativas en la morfología 

que adquieren las células tras la sobreexpresión transitoria de PrPC, incrementando 

significativamente el número de protrusiones a nivel de membrana en comparación a su 

control. Esta observación es consistente con lo descrito por Schrock y colaboradores en el 

mismo tipo celular (Schrock et al., 2009). Sin embargo, el silenciamiento de PrPC no parece 

inducir alteraciones en la morfología celular, contrariamente a lo que otros autores han 

mostrado previamente en células N2a u otros modelos celulares (p.e. Hela, S2 o 1C11) 

(Schrock et al., 2009, Loubet et al., 2012). Esto es debido probablemente a diferencias 
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experimentales (p.e. diferencias entre expresión estable o transitoria de la proteína) o a una 

marcada especificidad celular.  

La modulación del citoesqueleto por parte de PrPC ya había sido observada previamente en 

otros modelos (ver introducción), implicada en procesos de diferenciación celular y 

neuritogénesis. De hecho, la asociación de PrPC con tubulina se ha demostrado por ensayos 

de cross-linking (Nieznanski et al., 2005) y se postula que, mediante esta interacción, PrPC 

actúa como un inhibidor del ensamblaje de microtúbulos por estabilización de los oligómeros de 

tubulina (Keshet et al., 2000, Nieznanski et al., 2006). Por otro lado, la interacción de PrPC con 

los monómeros de actina también ha sido confirmada por ensayos de coinmunoprecipitación en 

muestras de cerebro, como parte del complejo distrofina-glucoproteína (Keshet et al., 2000). 

Finalmente, también se ha observado en cultivos de células madre neuroectodérmicas 1C11 

que la depleción de PrPC afecta la dinámica de los MFs de manera que éstos pierden su 

orientación paralela a la vez que incrementan su estabilidad (Loubet et al., 2012). PrPC 

participa, por lo tanto, en la organización dinámica del citoesqueleto. 

En nuestro modelo de estudio, el tratamiento de las células N2a con citocalasina D, un potente 

inhibidor de la polimerización de actina, reduce significativamente las protrusiones de 

membrana observadas, corroborando la participación del citoesqueleto de actina en el 

mantenimiento de estas estructuras. Dentro de las posibles estructuras neuronales de 

membrana formadas por MFs, PrPC se ha relacionado con la formación y elongación de 

filopodios durante el proceso de neuritogénesis. Concretamente parece ubicarse en las 

adhesiones focales (FAs), donde se ha descrito que desempeña un rol positivo en la dinámica 

exploratoria de estas estructuras (Schrock et al., 2009, Alleaume-Butaux et al., 2013) en 

asociación a las proteínas reggie/flotilina (Solis et al., 2010) y a integrinas �1 (Loubet et al., 

2012), entre otras. La principal evidencia de esta función de PrPC la encontramos in vivo en 

células hipocámpicas deficientes en PrPC, que presentan una reducción en el número de 

filopodios así como conos de crecimiento más cortos debidos en parte a defectos en la 

señalización dependiente de proteínas reggie/flotilina (Solis et al., 2010, Bodrikov et al., 2011), 

pero sin afectar la adquisición de la polaridad neuronal. Se ha descrito que las proteínas 

reggie/flotilina, activadas por PrPC, se asocian a cascadas de señalización (p.e. Fyn, MAPK, 

Exo70 o TC10) que inducen el crecimiento axonal tanto mediante el tráfico polarizado de cargo 

(p.e. cadherinas) como por su acción sobre el citoesqueleto de actina (Malaga-Trillo et al., 

2009, Munderloh et al., 2009, Stuermer, 2010). En concordancia con esta idea, el 

silenciamiento de reggie también se traduce en la detención de la elongación neurítica en 

células hipocámpicas así como la reducción de filopodios y neuritas en células N2a (Munderloh 

et al., 2009, Bodrikov et al., 2011). Esto indica la importancia de los clusters PrPC-

reggie/flotilina, también presentes en otros puntos de la membrana, en la diferenciación 

neuronal.  

El papel de PrPC en la neuritogénesis también se ha corroborado in vitro mediante cultivos de 

células 1C11 o PC12 neuronales, deficientes en PrPC por silenciamiento mediante siRNA 
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(Loubet et al., 2012). En estas condiciones, la falta de PrPC se traduce en la imposibilidad de 

formación de neuritas durante el proceso de diferenciación neuronal, reversible mediante la 

posterior transfección de niveles específicos de PrPC. En conexión con esta idea, también se 

ha descrito en células N2a que la formación y crecimiento neurítico viene influenciado por los 

niveles de PrPC (Watanabe et al., 2012) y que su acción no implica el dominio N-terminal de la 

proteína, pues su eliminación no altera su función reguladora durante la neuritogénesis en 

precursores neuroepiteliales ML (Barenco et al., 2009). 

EGFR modula la actividad de las Rho GTPasas vía AKT

Si reanalizamos los datos de microarrays en N2a que han servido de punto de partida de este 

estudio, encontramos que la sobreexpresión de PrPC se acompaña de la regulación de genes 

implicados en el mantenimiento de la función sináptica (p.e. SNAP25) así como en el 

crecimiento del cono axonal (p.e. Gap43 o Nm1) y en (Llorens et al., 2013a). Esto hace pensar 

que la regulación de la neuritogénesis por parte de PrPC va asociada a su función transmisora 

de señales intracelulares. De hecho, se ha observado que la inhibición de intermediarios de 

señalización asociados a PrPC, incluyendo quinasas Src, la proteína quinasa C (PKC) o PI3K, 

revierte en parte o totalmente el crecimiento axonal en cultivos primarios neuronales (Chen et 

al., 2003, Kanaani et al., 2005).  

En concordancia con estos datos, el tratamiento con wortmanina, un inhibidor de PI3K, de 

nuestras células N2a transfectadas con PrPC resulta en la disminución del número de 

filopodios, indicando que la formación de estas estructuras se regula en parte a través de la 

activación de esta vía de señalización. Estos resultados coinciden con lo reportado en células 

de hipocampo en que la inhibición de PI3K con wortmanina o LY409002, así como la inhibición 

de ERK1/2, bloquea la formación del axón. En el mismo modelo, la expresión de formas 

constitutivamente activas de PI3K produce la generación de múltiples axones (Yoshimura et al., 

2006). Esta hipótesis se refuerza mediante ensayos de inmunohistoquímica que han localizado 

la forma activa de AKT concentrada en los conos de crecimiento en neuronas de hipocampo 

polarizadas (Shi et al., 2003). 

Entre las dianas descritas de la vía PI3K/AKT encontramos las GTPasas de la superfamilia 

Rho. Concretamente Cdc42 tiene una función esencial en la formación de filopodios y la 

neuritogénesis (Sturge et al., 2002). Los modelos transgénicos generados in vivo mutantes 

para esta GTPasa muestran defectos en especificidad axonal, probablemente por alteraciones 

en la regulación de cofilina derivada de la falta de esta proteína (Garvalov et al., 2007). 

Asimismo, los ensayos in vitro también demuestran la participación de esta GTPasa mediante 

experimentos de ganancia y pérdida de función. Según estas aproximaciones Cdc42 regula la 

polimerización del citoesqueleto de actina a través principalmente de la formación del complejo 

de nucleación N-WASP-Arp2/3 (Carlier et al., 1999), ya que la sobreexpresión de N-WASP 

también favorece la formación de filopodios (Miki et al., 1998). Sin embargo, no podemos 

descartar la participación de otras GTPasas (p.e. RIF, Ras, RhoA) en este proceso, ya que la 
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formación de estas protrusiones también se da en ausencia de Cdc42 (Czuchra et al., 2005, 

Pellegrin and Mellor, 2005, Yoshimura et al., 2006).  

El uso de dominantes negativos de las Rho GTPasas (Rac1(N17), RhoA(N19) y Cdc42(N17)) 

así como de N-WASP (N-WASP-�GBD) en nuestro modelo de N2a transfectadas con PrPC nos 

ha confirmado que la formación de filopodios observada es dependiente de estas RhoGTPasas 

(Figura 17), aunque mayoritariamente de Cdc42, vía N-WASP, sin descartar la posible 

implicación de RhoA en la polimerización del citoesqueleto de actina a través de la activación 

de ROCK-LIMK1 y cofilina (Luo, 2000, Ridley, 2006).  Existen indicios, sin embargo, del papel 

negativo de RhoA sobre el crecimiento neurítico.  Se ha visto que la expresión de formas 

constitutivamente activas de RhoA o ROCK inhiben el proceso de neuritogénesis por 

estabilización excesiva de los MFs (Bito et al., 2000). Esto deja entrever la importancia de un 

equilibrio entre los diferentes mecanismos reguladores del citoesqueleto de actina en el 

proceso de generación de neuritas.  

¿Pero a través de qué intermediario localizado en la membrana celular regula PrPC la 

formación de filopodios en células N2a? Si tenemos en cuenta que en las condiciones 

experimentales en las que describimos un crecimiento de filopodios también observamos un 

incremento de p-AKT dependiente de EGFR, podemos hipotetizar que la interacción de PrPC-

EGFR descrita puede estar regulando, en paralelo a otros mecanismos, el crecimiento neurítico 

(Figura 17). Esta observación engloba y extiende los resultados previamente publicados sobre 

la regulación de filopodios por la acción de PI3K sobre N-WASP y Cdc42 (Sturge et al., 2002) 

así como la asociación de EGFR con N-WASP vía Grb2 (Miki et al., 1996). A su vez, estos 

datos establecen una conexión indirecta entre la regulación del ciclo celular y la diferenciación 

neuronal mediada por EGFR. 

Nuestros resultados sugieren, por lo tanto, que PrPC regula positivamente la formación de 
filopodios en células N2a a través de la activación de la vía AKT-Cdc42-N-WASP. 

PrPC actúa como un módulo de señalización durante la neuritogénesis

Si buscamos entre los ligandos de interacción descritos para PrPC a nivel de membrana, son 

varios más los que están relacionados con la neuritogénesis y podrían sumarse a la función de 

EGFR durante la diferenciación neuronal, siendo claves en mecanismos de adhesión celular, 

estabilidad del citoesqueleto y función sináptica (Petrakis and Sklaviadis, 2006). Entre ellos 

encontramos: 1) el receptor del precursor de laminina (Gauczynski et al., 2001) y la laminina 

(Graner et al., 2000a, Graner et al., 2000b), 2) N-CAM (Schmitt-Ulms et al., 2001), 3) integrinas 

(Watts et al., 2009); 4) caveolinas (Mouillet-Richard S, 2000), 5) proteínas del complejo 

distroglicano (Keshet et al., 2000), o 6) la sinaptofisina y sinapsina I y II (Keshet et al., 2000, 

Spielhaupter and Schatzl, 2001), entre otras.  

Este gran número y diversidad de ligandos implicados en la neuritogénesis, que incluyen tanto 

elementos de matriz extracelular, ligandos solubles o proteínas de membrana, hacen pensar 

que la función de la proteína priónica depende del entorno extracelular presente en cada 
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momento (Linden et al., 2008). De esta manera, PrPC regula e integra diferentes vías de 

señalización que recaen principalmente en las pequeñas GTPAsas y que regulan la dinámica 

del citoesqueleto de manera específica según las tres fases de la neuritogénesis: i) la 

formación de filopodios, ii) la elongación y formación de la neurita y iii) el establecimiento de la 

polaridad neuronal (ver (Alleaume-Butaux et al., 2013) para revisión). 

A modo de ejemplo, encontramos los experimentos realizados en células madre ectodérmicas 

1C11 y células PC12 mencionados anteriormente, que han revelado un efecto regulador 

negativo de PrPC sobre las integrinas �1 (Loubet et al., 2012). El silenciamiento de PrPC en 

estas células lleva a la agregación de integrinas �1 en la membrana celular por redistribución 

de caveolina-1, que actúa como una plataforma coordinadora de los complejos proteicos 

involucrados en la señalización por PrPC (Pantera et al., 2009). El incremento en la actividad de 

las integrinas �1 altera la dinámica de las adhesiones focales por acción sobre las quinasas Src 

y las quinasas de adhesión focal (FAK). Esto causa una activación excesiva de la vía de 

señalización RhoA-ROCK-LIMK-cofilina, que incrementa la estabilidad de los filamentos de 

actina limitando el crecimiento neurítico. El bloqueo de esta señalización mediante anticuerpos 

en las células 1C11 carentes de PrPC recupera en parte la neuritogénesis (Loubet et al., 2012). 

Otras moléculas como laminina, N-CAM o reggie/flotilina están más involucradas en el proceso 

de elongación neurítica y adhesión del cono de crecimiento (Sobue, 1993, Malaga-Trillo et al., 

2009). La interacción de PrPC con laminina, que se ha relacionado con procesos de plasticidad 

sináptica y memoria, favorece el crecimiento de neuritas de células hipocámpicas mediante el 

reclutamiento de mGluRs de grupo I (Beraldo et al., 2011).  No sorprende pues, que el bloqueo 

mediante anticuerpos o por ablación con laser de PrPC altere el crecimiento neurítico 

dependiente de laminina en células PC12 (Graner et al., 2000b). Por otro lado, PrPC también 

induce la formación de neuritas mediante el reclutamiento y estabilización en los rafts lipídicos 

de N-CAM, una molécula de adhesión que actúa sobre el citoesqueleto a través de la quinasa 

p59Fyn (Mouillet-Richard et al., 2000). Se ha descrito que la disrupción de esta interacción en 

neuronas de hipocampo (Santuccione et al., 2005) o la eliminación de Fyn (Beggs et al., 1994) 

en células cerebelares detiene el crecimiento neurítico dependiente de N-CAM. Finalmente, y 

como ya se han comentado anteriormente, la asociación de PrPC con reggie/flotilina en los rafts 

lipídicos dirige el tráfico de N-cadherinas durante la elongación axonal, las cuales son 

esenciales para la formación y correcta función del cono de crecimiento. En concordancia con 

esta idea, la regulación a la baja de reggie/flotilina, PrPC o N-cadherinas en células A431, N2a y 

células hipocámpicas resulta en defectos en la formación de los conos de crecimiento 

(Munderloh et al., 2009, Bodrikov et al., 2011).  

Todos estos datos presentados apuntan a una participación de PrPC en la regulación de la 

dinámica del citoesqueleto de actina durante la neuritogénesis a través de su capacidad de 

reclutar e interaccionar con múltiples ligandos y regular gran cantidad de vías de señalización a 

su vez interconectadas. Dependiendo de los ligandos involucrados PrPC favorecerá el 

crecimiento axonal de una manera u otra, aunque también se ha descrito algún caso en que 
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puede ejercer el efecto opuesto. Se ha observado que PrPC interacciona con Caspr (del inglés, 

contractin-associated protein) en la superficie neuronal, potenciando el efecto inhibitorio de esta 

proteína sobre el crecimiento axonal (Devanathan et al., 2010).  

 

 

 

1.3. PrPC es necesaria para la integridad funcional del SNC 

PrPC: de la neuritogénesis al mantenimiento de la función sináptica 

En base a lo presentado hasta el momento, PrPC parece ser en parte responsable de la 
complejidad de los circuitos neuronales del SNC, ejerciendo un rol desde la proliferación de 
precursores neuronales (Steele et al., 2006) hasta la formación de estructuras dendríticas y 
axonales (Chen et al., 2003, Santuccione et al., 2005). No obstante, la función de PrPC no 
parece limitarse únicamente a estas etapas iniciales de la diferenciación, ejerciendo también un 

Figura 17. Mecanismo propuesto de regulación de EGFR por PrPC en células N2a. La interacción de la 
proteína priónica celular con la forma activa del receptor de EGFR modula la señalización intracelular asociada 
mediada principalmente por ERK1/2 y AKT. Estas vías de señalización actúan sobre los mecanismos de expresión 
génica involucrados en la progresión del ciclo celular. Es probable que la activación de AKT por EGFR también 
module, en parte, la dinámica del citoesqueleto de actina a través de la vía Cdc42—N-WASP-Arp2/3. 
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rol importante en etapas posteriores de este proceso celular, como es el establecimiento y 
mantenimiento de la sinapsis neuronal (Brown, 2001, Menna et al., 2011). La inducción de 
estructuras sinápticas en  cultivos neuronales de hipocampo tras el tratamiento con PrPC 
recombinante constituye una primera evidencia de este rol de PrPC, a la que se suma la 
observación de defectos de polarización y función sináptica en el animal Prnp-knockout 
(Prestori et al., 2008, Bodrikov et al., 2011). De hecho, las alteraciones a nivel de sinapsis 
constituyen el foco de desarrollo de algunas enfermedades del SNC, entre las cuales 
encontramos la epilepsia. En las enfermedades causadas por priones (Clinton et al., 1993) 
también podemos encontrar afectación sináptica derivada de la pérdida o alteración de los 
circuitos neuronales. En algunos casos, como en enfermos de CJD, estas alteraciones pueden 
presentarse en forma de episodios epilépticos y mioclonía (Lowden et al., 2008).  

Estudios de microscopía electrónica e inmunohistoquímica dirigidos a determinar la ubicación 
de PrPC en diferentes tipos neuronales han coincidido en su localización preferiblemente 
sináptica (Moya et al., 2000, Bailly et al., 2004, Fournier, 2008), donde interacciona con 
sinaptofisina y con sinapsina I y II (Keshet et al., 2000, Spielhaupter and Schatzl, 2001), 
esenciales en la formación de vesículas, la modulación de la liberación de neurotransmisores y 
la sinaptogénesis. De esta manera, PrPC, tras la diferenciación neuronal, se concentra en la 
membrana pre y postsináptica, manteniendo la integridad de la sinapsis mediante un papel 
regulador de la neurotransmisión (Herms et al., 1999, Brown, 2001, Sales et al., 2002) y la 
supervivencia neuronal (Chen et al., 2003, Vassallo et al., 2005). Hace ya unos años, que 
defectos en esta maquinaria sináptica se han identificado en pacientes de CJD (Ferrer et al., 
1999). 

Aunque en el momento de la generación del ratón Prnp-knockout (Bueler et al., 1992, Manson 
et al., 1994) estos conocimientos no eran tan extensos, eran suficientes como para pensar que 
la falta de una proteína tan conservada y tan clave en el desarrollo (Steele et al., 2006) 
produjese alteraciones neurológicas considerables o incluso afectase su supervivencia. No 
obstante, la ausencia de un fenotipo claro en este modelo (Bueler et al., 1992, Manson et al., 
1994) sugería que la falta de PrPC debía estar movilizando mecanismos compensatorios 
(Steele et al., 2007) responsables de enmascarar los déficits cognitivos y las alteraciones en 
transmisión sináptica que sí se identificaron posteriormente (Collinge et al., 1994, Maglio et al., 
2004, Criado et al., 2005, Rangel et al., 2007). Los primeros indicios apuntaban a la proteína 
Shadoo (Daude and Westaway, 2011, Young et al., 2011) como un buen candidato a suplir la 
función de PrPC, pues el silenciamiento del gen Sprn en embriones Prnp-knockout resultaba en 
un fenotipo letal (Young et al., 2009). Sin embargo existen resultados recientes contradictorios 
(Daude et al., 2012) que  hacen que a día de hoy no se conozcan estos mecanismos con 
certeza.  

Collinge J y colaboradores, a través de sus registros en neuronas hipocámpicas del animal 
Zurich I, concretamente de la región CA1, sacaron a la luz defectos en potenciación a largo 
plazo así como corrientes de inhibición rápida (AHP) mediada por receptores GABAA más 
débiles (Collinge et al., 1994) en comparación con el animal wild type. Resultados coincidentes 
se obtuvieron posteriormente al analizar el animal Edinburgh (Manson et al., 1995). La 
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asociación de estos defectos electrofisiológicos a la falta de PrPC fue corroborada mediante 
ensayos de rescate por expresión de PrPC humana en un fondo génico knockout (Whittington et 
al., 1995, Asante et al., 2004). Pero no tardaron en aparecer resultados contradictorios. Análisis 
de fijación de membranas o patch-clamp en células de purkinje Zurich I así como estudios de 
transmisión sináptica en rodajas de hipocampo de este mismo modelo, no mostraron 
alteraciones respecto al control (Herms et al., 1995, Lledo et al., 1996). Sin embargo, estos 
mismos autores rectificaron su posición al observar, por un lado, una reducción de las 
corrientes de K+ asociadas a alteraciones en los niveles Ca2+ intracelular en rodajas de 
cerebelo Prnp0/0 (Herms et al., 2001) y, por otro lado, la demostración de un patrón sináptico de 
excitación glutamatérgica (EPSP) dependiente de los niveles de PrPC (Carleton et al., 2001).  

A estas observaciones se le suman también nuevos indicios de alteraciones en plasticidad 
sináptica, presentes en forma de defectos en aprendizaje, incremento en la facilitación por 
pulsos pareados (PPF) y un umbral reducido de generación de LTP en el giro dentado y las 
regiones CA1 y CA3 del hipocampo, tanto en animales Zurich I y 129Ola Prnp-knockout como 
en modelos de sobreexpresión Tg20 (Maglio et al., 2004, Criado et al., 2005, Rangel et al., 
2009). A pesar de que las alteraciones observadas hasta el momento han resultado ser más o 
menos claras según la cepa de ratón transgénico y la edad del animal (Curtis et al., 2003, 
Maglio et al., 2006), las múltiples evidencias descritas apuntan a la afectación de la transmisión 
sináptica, especialmente a nivel del hipocampo, como consecuencia de la falta de PrPC.  

Estos análisis electrofisiológicos se complementan con estudios histopatológicos y bioquímicos 
que describen alteraciones estructurales a nivel del hipocampo así como cambios en la 
homeostasis del calcio y en la expresión de receptores sinápticos. A nivel anatómico, se ha 
descrito una reorganización del circuito neuronal en el hipocampo del animal Prnp-knockout 
asociado al sprouting de las fibras musgosas  y al incremento de células granulares en el giro 
dentado, así como en la capa infrapiramidal de la región CA3 (Colling et al., 1997). Estos 
cambios estructurales guardan cierta similitud a los que se observan en ciertos tipos de 
epilepsia como la TLE con esclerosis hipocampal (Scharfman et al., 2003, Magloczky, 2010).  

Los cambios en la homeostasis del calcio también explican el perfil electrofisiológico. Se han 
descrito alteraciones en los reservorios de Ca2+ intracelular en las neuronas cerebelares e 
hipocámpicas Prnp0/0 responsables del descenso en la hiperpolarización (AHP) y debidas a la 
alteración los mecanismos celulares tamponadores y reguladores del flujo de entrada y salida 
de este catión (Herms et al., 2000, Powell et al., 2008).   

Finalmente, aunque los estudios realizados sobre muestras de sinaptosomas provenientes de 
animales Prnp0/0 no muestran ninguna alteración en los transportadores de glutamato (Thais et 
al., 2006), lo que supondría una causa clara de excitabilidad neuronal (Rothstein et al., 1996), 
sí se ha descrito una alteración de los niveles de receptores GABA, NMDA y AMPA/KA (Maglio 
et al., 2004, Maglio et al., 2006, Rangel et al., 2009).  

Como se ha comentado anteriormente, una aportación importante en este campo se había 
realizado desde nuestro laboratorio mediante el análisis de microarrays de muestras de 
hipocampo de animales transgénicos, que describe la up-regulación de las subunidades GluR1, 
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GluR6, y GluR7 así como la regulación a la baja de GluR2, entre otras, en el animal Prnp-
knockout (Rangel et al., 2009). Esta regulación encaja fenotípicamente con los niveles de 
excitabilidad observados en animales transgénicos mutantes para estas subunidades 
(Chapman, 2000) y se suma al incremento de subunidades NR2A y NR2B de los receptores de 
NMDA descrito previamente por Maglio y colaboradores (Maglio et al., 2004, Maglio et al., 
2006).  

Estos datos completan la lista de factores que ayudan a explicar los defectos sinápticos 
observados en el animal Prnp-knockout y constituyen la base de nuestro segundo trabajo, 
presentado en el capítulo II. 

El animal Prnp0/0 muestra una susceptibilidad incrementada a la excitotoxicidad 
por KA 

Los cambios en la excitabilidad neuronal observados in vitro en el hipocampo del animal Prnp-
knockout  son consistentes con el incremento en susceptibilidad que se ha descrito in vivo ante 
la administración de agentes convulsionantes como el KA (Rangel et al., 2007), el NMDA 
(Khosravani et al., 2008), la pilocarpina o el pentetrazol (PTZ) (Walz et al., 1999), a pesar de 
existir algún estudio contradictorio al respecto (Ratte et al., 2011). La administración de estas 
substancias, junto con la estimulación eléctrica repetida de diferentes áreas del cerebro 
(también llamado kindling) constituyen los principales modelos de estudio de la TLE (Garcia 
Garcia et al., 2010). Todo indica pues que la pérdida de la función de PrPC contribuye a la 
hiperexcitabilidad y sincronía propia de un ataque epiléptico generado en el neocórtex y el 
hipocampo (Walz et al., 2002), a la vez que asocia a esta proteína una función neuroprotectora 
ante fenómenos de excitotoxicidad (Brown et al., 2002, Chiarini et al., 2002, Llorens and Del 
Rio, 2012).   

Es razonable pensar que este incremento en la susceptibilidad del ratón Prnp-knockout a 
agentes convulsionantes vaya asociado a una sensibilidad incrementada a fenómenos de 
estrés oxidativo (Brown et al., 2002, Sakudo et al., 2003). Este proceso se observa en muchas 
enfermedades neurodegenerativas y se define como un desbalance entre la producción de 
especies reactivas de oxigeno (ROS) y la capacidad antioxidante del organismo (Halliwell, 
2006). Está descrito que el ratón Prnp0/0 presenta una alteración en los mecanismos 
moleculares antioxidantes Klamt et al., 2001) probablemente como consecuencia de la falta de 
PrPC. Se han observado niveles incrementados de oxidación proteica y lipídica así como una 
reducción de la enzima superóxido dismutasa (SOD) en el cerebro (Klamt et al., 2001) y una 
mayor afectación tras lesiones inducidas por hipoxia e isquemia, que derivan en muerte celular 
por niveles elevados de estrés oxidativo. Además, las neuronas Prnp-knockout resultan ser 
más susceptibles al tratamiento con sustancias inductoras de estrés oxidativo, como el 
peróxido de hidrógeno, presentando tasas elevadas de muerte celular. Estas evidencias 
sugieren un rol antioxidante de PrPC.  

Esta función de PrPC parece estar mediada por su interacción descrita con STI1 (Lopes et al., 
2005) y favorecida por su capacidad de unión a cobre a través de los OR (Brown, 2001). A 
pesar de que existe cierta controversia, posiblemente por falta de reproducibilidad experimental 
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(Hutter et al., 2003), existe la posibilidad de que PrPC pueda estar actuando por si sola como 
una SOD-dependiente de Cu2+ o regulando la actividad de otras proteínas como Cu-Zn SOD, la 
catalasa o la glutatión reductasa, encargadas de detoxificar las especies reactivas de oxigeno 
(Waggoner et al., 2000).  

La entrada masiva de calcio al interior de la célula por activación incrementada de los GluRs 
tras un tratamiento con KA genera, por lo tanto, unos niveles de radicales libres (Nicholls, 2004) 
imposibles de controlar en ausencia de PrPC, y que llevan a la muerte celular por apoptosis o 
necrosis (Martin et al., 1998).  

Estudios previos realizados en nuestro laboratorio (Rangel et al., 2007) habían mostrado un 
incremento en la  susceptibilidad a KA (8mg/kg) in vivo en el animal Prnp0/0 e in vitro en rodajas 
de hipocampo y células N2a knockout, pero dejaban sin resolver la incógnita sobre cuáles eran 
los mecanismos moleculares implicados. Sí mencionaban, sin embargo, una expresión 
diferencial tanto in vitro como in vivo de las subunidades GluR6 y GluR7 de los receptores de 
KA entre ambas condiciones, así como la activación de las vías de señalización de muerte 
celular ERK1/2, p38 y JNK (Irving and Bamford, 2002, Dhanasekaran and Reddy, 2008). La 
activación de estas quinasas se asociaba al estrés y la muerte celular derivados del efecto del 
KA en animales Prnp-knockout y ya se había demostrado por otros autores in vitro en cultivos 
neuronales tras el tratamiento con KA o directamente con glutamato (Kawasaki et al., 1997, 
Schwarzschild et al., 1997, Ferrer et al., 2002, Mao et al., 2004).  

El trabajo que hemos realizado durante esta Tesis Doctoral ha ido dirigido a ampliar y 
complementar estos estudios mediante la incorporación de un nuevo modelo de animal 
transgénico knockout para la proteína priónica celular y para la quinasa JNK3 (Prnp0/0Jnk30/0), 
con el fin de observar la implicación de esta vía de señalización en la muerte neuronal derivada 
del tratamiento con KA. La excitotoxicidad por KA en el animal Prnp0/0Jnk3+/+ produce 
reactividad astroglial y muerte neuronal principalmente en el hipocampo, a nivel de la capa de 
células piramidales de la región CA1 y CA3 (Ben-Ari, 2004, Rangel et al., 2007). Nuestros 
resultados a 24h tras la administración de KA muestran que la eliminación de JNK3 produce 
una reversión tanto a nivel fenotípico (expresado en número de episodios epilépticos) como 
neurotóxico de los efectos observados en el animal Prnp0/0Jnk3+/+. El ratón Prnp0/0Jnk30/0 no 
presenta un fenotipo epiléptico remarcable ni muestra marcaje por Fluoro-Jade B ni por análisis 
TUNEL en los estudios histológicos de hipocampo, similar a lo observado en un animal wild 
type o a lo descrito por otros autores en el animal Prnp+/+Jnk30/0 (Yang et al., 1997, de Lemos et 
al., 2010) o en el dominante negativo del factor de transcripción c-jun (JunAA),donde las 
serinas de fosforilación 63 y 73 han sido substituidas por  alaninas (Behrens et al., 1999). Estos 
resultados sugieren que la vía de JNK3 debe jugar un papel importante como mediador de la 
excitotoxicidad por kainato observada en el animal Prnp-knockout.  

Los experimentos complementarios que hemos realizado in vitro en cultivos primarios de 
hipocampo silenciados para PrPC por medio de un vector lentiviral corroboran que la reducción 
en los niveles de PrPC compromete la viabilidad neuronal tras un tratamiento de KA, a la vez 
que eliminan la posible influencia del fondo génico existente en los modelos in vivo 
(Schauwecker and Steward, 1997, Striebel et al., 2013a, Striebel et al., 2013b). Asimismo, el 
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tratamiento de rodajas de hipocampo wild type y Prnp-knockout con un inhibidor farmacológico 
de JNK (SP600125 o el péptido TAT-JIP) también revierte el efecto neurotóxico del KA, 
indicando una afectación específica al tipo celular y no derivada de una estimulación de las 
aferencias extra-hipocámpicas.  

Finalmente, el análisis bioquímico y de expresión génica (RTqPCR) de los hipocampos de los 
tres genotipos estudiados, a 6h tras el tratamiento con KA, muestra la fosforilación de JNK3 y 
ERK1/2 en el ratón Prnp0/0Jnk3+/+. A pesar de que la activación de ERK1/2 es coincidente con 
un patrón de reactividad astroglial (marcaje GFAP), no podemos descartar la influencia de esta 
vía sobre factores de transcripción como c-jun o c-fos o sobre la activación de p53 en el modelo 
Prnp0/0Jnk3+/+. Esto es debido a que la falta de JNK3 en el modelo doble knockout no revierte 
completamente ni la fosforilación ni el incremento en los niveles de expresión de estos factores, 
sugiriendo la participación de otras vías de señalización, además de JNK3. También se 
observa un incremento del marcador de inflamación cox-2 (ciclooxigenasa-2) (Pernot et al., 
2011) en ambos modelos knockout respecto al animal wild type, aunque en mayor medida en el 
animal Prnp0/0Jnk3+/+. Estos datos coinciden a su vez con la inducción de mecanismos 
apoptóticos y la inhibición de los antiapoptóticos por JNK3 en respuesta a fenómenos de 
excitotoxicidad, reportados anteriormente (Popovici et al., 1990, Yang et al., 1997, Rangel et 
al., 2007, de Lemos et al., 2010, Wang and Qin, 2010, Llorens and Del Rio, 2012). JNK3 
también participa en la apoptosis dependiente de p53 derivada del daño en el DNA 
(Dhanasekaran and Reddy, 2008), una vía de muerte celular con la que se ha relacionado la 
función antiapoptótica de PrPC en modelos de deprivación por suero (Kim et al., 2004). 

PrPC modula la formación del complejo GluR6/7-PSD-95-MLK3 y la activación de 
JNK3 en respuesta a KA 

Llegados a este punto y conociendo, por un lado, el rol de PrPC en la modulación de señales 
intracelulares (Mouillet-Richard et al., 2000, Spielhaupter and Schatzl, 2001) y por otro, su 
asociación funcional a los receptores glutamatérgicos (Maglio et al., 2004, Rangel et al., 2007, 
Khosravani et al., 2008), es lógico pensar que PrPC pueda estar modulando la vía JNK3 a 
través de su interacción con complejos proteicos intermediarios asociados a los KARs. Es 
probable que esta interacción se dé a través de las subunidades GluR6/7, que son las que se 
encuentran reguladas (Rangel et al., 2007).  

Los experimentos realizados sobre modelos in vivo deficientes en GluR6 indican un importante 
rol de esta subunidad en la transmisión sináptica y los efectos epileptogénicos y celulares 
producidos por KA en el hipocampo. Estos ratones muestran una reducción de la respuesta 
epiléptica y de la activación de genes tempranos en respuesta al tratamiento sistémico in vivo 
en comparación al control (Mulle et al., 1998). Además, los estudios electrofisiológicos in vitro 
sobre rodajas de hipocampo, muestran una ausencia de la corriente postsináptica evocada 
(EPSP) a nivel de la CA3 (Mulle C, 1998), caracterizada en estudios previos (Castillo et al., 
1997, Vignes and Collingridge, 1997). A estas evidencias se suman los experimentos in vitro de 
silenciamiento (Pei et al., 2005) o de sobreexpresión (Telfeian et al., 2000) de GluR6 que 
asignan a esta subunidad un rol neuroprotector ante KA y otros estímulos excitotóxicos (Tian et 
al., 2005, Pei et al., 2006, Hu et al., 2008, Hu et al., 2009, Yu et al., 2009, Xu et al., 2010).  
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Si reanalizamos los datos presentados de los diferentes animales transgénicos, podemos 
darnos cuenta que tanto el knockout de GluR6 (Mulle et al., 1998), como el de JNK3 (Yang et 
al., 1997, de Lemos et al., 2010), como el JunAA (Behrens et al., 1999) como el doble knockout 
(Carulla et al., 2011) muestran cierta similitud fenotípica incluyendo la resistencia a la inducción 
epiléptica y la neurotoxicidad del KA, revirtiendo a su vez el fenotipo observado en el ratón 
Prnp0/0 (Brown et al., 2002, Rangel et al., 2007). Un análisis más detallado sobre esta conexión 
entre GluR6 y JNK3, tanto a nivel funcional como en señalización, nos ha llevado a centrar la 
atención en un complejo proteico formado por GluR6-PSD-95-MLK3 (Savinainen et al., 2001, 
Pei et al., 2006, Hu et al., 2008, Xu et al., 2010). Está descrito por un lado que la 
despolarización de GluR6 mediada por KA requiere de su interacción con PSD-95 y MLK3 (Pei 
et al., 2005, Pei et al., 2006) y que, por el otro, la activación de JNK3 puede darse en respuesta 
a la formación de este complejo (Li et al., 2010).  

Con el fin de identificar una posible participación de PrPC en todo este proceso, se han 
realizado experimentos de colocalización y de inmunoprecipitación con las diferentes proteínas 
del complejo GluR6/7-PSD-95-MLK3. Nuestros resultados muestran por primera vez la 
interacción de la proteína priónica con GluR6/7 en las rafts lipídicos, a la vez que  reflejan la 
ubicación postsináptica de PrPC, hasta el momento dudosa, a través de su interacción con 
PSD-95. Estos datos se complementan con la interacción de GluR6/7 con PSD-95, que resulta 
ser mayor tras el tratamiento con KA en el ratón Prnp0/0.  

Una posible explicación a estas observaciones es que, en presencia de KA, la ausencia de 
PrPC favorece la formación del complejo ternario GluR6/7-PSD-95-MLK3, con la posterior 
activación de la quinasa JNK3 y su diana AP-1. Este complejo de transcripción, constituido por 
proteínas de la familia c-jun y c-fos (Behrens et al., 1999), entre otras, inicia la expresión de 
genes de respuesta temprana asociados a muerte celular  y regula a la alza los involucrados en 
la respuesta inflamatoria a KA (p.e. cox-2) (Waetzig et al., 2005). La activación de otros 
factores como NF-�� también se ha relacionado con la excitotoxicidad por KA (Kaltschmidt et 
al., 1995) regulando también la expresión de genes involucrados en ciclo celular y apoptosis 
(Figura 18).  

La demostración de esta hipótesis in vivo se ha llevado a cabo mediante la administración de 
un inhibidor farmacológico AMPA/KA (DNQX) y un antagonista específico de GluR6 (NS-102) 
en los animales Prnp+/+Jnk3+/+ y Prnp0/0Jnk3+/+ previa al tratamiento con KA. Esto ha resultado 
en la reversión parcial tanto del fenotipo como de los efectos bioquímicos y neurotóxicos 
observados en el hipocampo Prnp0/0Jnk3+/+. La epilepsia y la muerte celular producidos por KA 
también se ven revertidos por la activación de las vías gabaérgicas, que actúan inhibiendo el 
ensamblaje de GluR6/7-PSD-95-MLK3 y la posterior activación de JNK3 (Li et al., 2010).  

En conjunto, todos los datos presentados en el segundo capítulo de esta Tesis Doctoral apoyan 
la hipótesis sobre un rol neuroprotector de PrPC ante la excitotoxicidad por kainato mediante la 
modulación de la subunidad GluR6 de los receptores glutamatérgicos y posterior activación de 
la vía JNK3 de muerte celular (Figura 18).   
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La influencia descrita de PrPC sobre otras vías de muerte celular además de JNK3 también ha 
llevado a sugerir una función antiapoptótica de la proteína. Se ha observado que la deprivación 
de suero de cultivos neuronales Prnp-knockout (Kim et al., 2004) produce la activación de la vía 
apoptótica de Bax (Bounhar et al., 2001), reversible mediante la transfección exógena de PrPC 
(Kuwahara et al., 1999). Otra evidencia de ello la encontramos en el uso de modelos celulares, 
como la línea MCF-7 resistente a apoptosis por TNF-� (factor de necrosis tumoral alfa) o 
células gástricas cancerosas, cuyo análisis del perfil de expresión génica ha descrito un 
incremento considerable de los niveles de Prnp-mRNA (Diarra-Mehrpour et al., 2004, Liang et 
al., 2006). Además, experimentos de hipoxia-isquemia realizados in vivo también apoyan en 
gran parte el rol antiapoptótico de PrPC (Weise et al., 2004), al revelar incrementos de 
expresión asociados al daño cerebral.  

Parece ser que no es solamente la PrPC anclada a membrana la que presenta este efecto 
neuroprotector. Formas solubles, carentes de su dominio GPI, así como formas citosólicas 
inicialmente descritas como neurotóxicas (Ma J, 2002), también han presentado un rol protector 

Figura 18. Mecanismo molecular propuesto para la función neuroprotectora de PrPC ante la excitotoxicidad 
por KA. La unión del ácido kaínico a los receptores de glutamato favorece la apertura del canal y la formación del 
complejo GluR6/7-PSD-95-MLK3 que produce la activación de la vía JNK3 de muerte celular y la sobreexpresión 
de factores de transcripción como c-Jun o c-Fos en células del hipocampo. La entrada masiva de calcio al espacio 
intracelular también es responsable de la neurotoxicidad observada y del incremento en la excitabilidad neuronal 
característica de un episodio epiléptico. PrPC parece ejercer un papel neuroprotector ante la excitotoxicidad por 
kainato mediante su interacción a nivel de membrana con Glur6/7, bloqueando la formación del complejo ternario 
GluR6/7-PSD-95-MLK3 y la consecuente activación de JNK3.  
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en ciertas circunstancias (Roucou et al., 2003). Contrariamente a lo esperado, la 
sobreexpresión de PrPC tampoco supone un mayor efecto neuroprotector, tal como se observa 
en los diferentes modelos Tg(wtPrP), que presentan un fenotipo neurodegenerativo dosis-
dependiente (Westaway et al., 1994). 

Todos los datos presentados en el capítulo I y II de esta memoria suponen un paso adelante en 
el conocimiento del papel de la proteína priónica celular en el desarrollo del sistema nervioso 
central y la modulación de la transmisión sináptica. Hay que recordar que los procesos 
fisiológicos que hemos tratado en esta discusión no dejan de de estar interconectados. A modo 
de ejemplo, encontramos que se ha descrito un incremento en la expresión de ciclina D1 
asociada a los mecanismos apoptóticos derivados del efecto del KA a través de los GluRs 
(Giardina et al., 1998), reversible mediante inhibidores de CDKs (Giardina and Beart, 2002). En 
línea con estos datos, también se ha observado que el input excitatorio en la capa de células 
granulares del giro dentado limita la neurogénesis en esta región del hipocampo (Gould et al., 
1994). Finalmente, debemos recordar que el Ca2+ es un regulador esencial en muchas 
funciones fisiológicas. En base a esto, las alteraciones en la concentración de Ca2+ intracelular 
presentes en el animal Prnp-knockout no solo son responsables de alterar los procesos de LTP 
sino que también están ligadas a la activación de CaMKII, a la regulación del tráfico vesicular y 
la síntesis proteica mediada por mTor o a la reorganización del citoesqueleto, entre otros 
procesos (Berridge, 2012). 

Los mutantes PrP�F y PrP�C4 presentan un fenotipo epiléptico similar al 
descrito en el animal Zurich I tras la administración de KA 

La generación de animales transgénicos de expresión de formas truncadas de PrPC, impulsada 
a partir del descubrimiento de la proteína Dpl en el cerebro de ratones Nagasaki (Moore et al., 
1999), se ha utilizado desde entonces para identificar los dominios funcionales de PrPC. La 
homología estructural descrita entre la proteína priónica y Dpl dejó entrever, en ese momento, 
que la falta de ciertas regiones estructurales podía suponer la pérdida de su función 
neuroprotectora y la adquisición de propiedades neurotóxicas. Concretamente, la inserción de 
mutantes carentes de la región de los OR en este modelos Prnp-knockout hacía que PrPC fuese 
incapaz de revertir la neurodegeneración derivada de Dpl (Atarashi et al., 2003), la cual parecía 
estar actuando como un antagonista competitivo de PrPC por la unión a un hipotético receptor 
denominado PrPR. Este hecho llevó a pensar que la función neuroprotectora de PrPC recaía 
sobre la región N-terminal de la proteína.  

Un fenómeno similar se ha observado posteriormente con la generación del ratón PrP�F en un 
fondo Prnp0/0, que desarrolla ataxia y una pérdida extensa de las neuronas granulares del 
cerebelo a edad temprana, derivados de la eliminación de los residuos 32-134 de PrPC 
(Shmerling et al., 1998). Deleciones más cortas dentro de esta misma región, también letales, 
como la eliminación de los residuos 94-134 en el modelo PrP�CD (Baumann et al., 2007), han 
permitido reducir la región crítica para la neurotoxicidad de PrPC al dominio central. Ambos 
mutantes parecen actuar como dominantes negativos, manteniendo a PrPR en su estado 
inactivo y eliminando la función neuroprotectora de la proteína (Figura 19).  
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En base a estas observaciones, nos hemos planteado extender nuestros resultados mediante 
la identificación de los dominios de PrPC que pueden estar participando en la neuroprotección a 
la excitotoxicidad por KA presentada en el capítulo II. 

 

 

La disponibilidad de los animales transgénicos PrP�F35 (Shmerling et al., 1998) y PrP�C4 
(Flechsig et al., 2000) en nuestro laboratorio, con deleciones de los residuos 32-134 y 32-93 
respectivamente, nos ha permitido incluir estos modelos en nuestro experimental in vivo y 
comparar la respuesta epiléptica de cada uno respecto al control wild type o al ratón Prnp-
knockout, todos ellos con un fondo génico mixto C57bl/6-129sv. Mientras el mutante PrP�C4, 
carente de los OR, no presenta signos neurológicos aparentes, el  PrP�F35 experimenta una 
neurodegeneración severa entre las 5 y 8 semanas tras el nacimiento, derivada de cambios 
patológicos masivos a nivel cerebelar. En consecuencia, el experimental realizado con este 
modelo se ha llevado a cabo con animales de aproximadamente 5 semanas, a diferencia del 
resto, que se empleaban a edad adulta, de entre 2 y 3 meses.  

Los resultados fenotípicos obtenidos (Figura 20) muestran un incremento en la susceptibilidad 
a KA de ambos modelos transgénicos (PrP�F35 y PrP�C4) similar a la descrita en el ratón 
Zurich I, con un número de episodios epilépticos (tanto seizures como blinkings) 
significativamente superior a los del ratón wild type. A pesar de que estos resultados apuntan a 
la participación de la región de los OR en la neuroprotección a la excitotoxicidad por KA, se 
hace difícil determinar, a partir de datos fenotípicos, diferencias asociadas a la eliminación de 
fragmentos más o menos extensos de PrPC. Además, no podemos descartar la posible 
influencia de los niveles de expresión de ambas formas truncadas en cada modelo transgénico 
que, como se muestra por western blot (Figura 20), difieren de la expresión de PrPC en el 
animal control. Es necesario, por lo tanto, complementar estos datos con un estudio histológico 
y bioquímico de las muestras de estos animales para  poder extraer conclusiones más 
detalladas al respecto.  

Figura 19. Modelo hipotético del efecto neurotóxico de PrPC y sus variantes. a) En una situación wt, PrPC 
activa un receptor (PrPR), todavía por identificar, permitiendo la transmisión de señales intracelulares por 
dimerización. b) En ausencia de PrPC (ratón Prnp0/0), PrPR presenta cierta actividad residual, ya sea de forma 
constitutiva o por acción de un ligando. c y d) Formas mutantes de la proteína, que carecen de los residuos 32-134 
(PrP�F) o 94-134 (PrP�CD), actúan como dominantes negativos, dejando al receptor anclado en un estado inactivo 
que da lugar a una patología severa. Adaptado de (Aguzzi et al., 2007). 
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No obstante, estas primeras observaciones nos llevan a pensar en la región de los OR 
delecionada en el animal PrP�C4 como posible región de interacción de la proteína con la 
subunidad GluR6/7 del receptor de glutamato, que hemos descrito anteriormente que está 
implicada en el mecanismo de excitotoxicidad por KA en nuestro modelo (Carulla et al., 2011). 
La posible implicación de los OR en la función neuroprotectora de PrPC ya había sido planteada 
mediante aproximaciones in vitro. Concretamente, la sobreexpresión de formas truncadas 
carentes de los OR sobre un cultivo neuronal deficiente de PrPC y deprivado de suero produce 

Figura 20. Datos comparativos de la susceptibilidad a KA de ratones C57bl/6-129sv wild type, PrP-KO, 
PrP�C4 y PrP�F35. Número promedio de episodios epilépticos de grado V-VI, cuantificados según se produce la 
pérdida de estabilidad acompañada de convulsiones epilépticas (seizures), episodios tipo “popcorn” (blinking) o la 
muerte del animal. a) Esquema representativo de las regiones delecionadas en los mutantes PrP�C4 y PrP�F35. 
b) Estudio comparativo de la respuesta epiléptica de ratones PrP�C4 de 2-3 meses de edad y c) de ratones 
PrP�F35 de 5-7 semanas de edad. Resultados promedios de tres grupos experimentales. n=número de animales 
por condición. Los datos se acompañan de la detección de PrPC por western blot en muestras de hipocampo de los 
diferentes modelos transgénicos. La detección de tubulina se utiliza como control de carga. 
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un incremento significativo en la muerte por apoptosis, derivada de una inhibición de la función 
SOD y de la consecuente activación de la vía de las caspasas (Sakudo et al., 2003). Asimismo, 
ensayos realizados con la proteína purificada indican que la inserción de más repeticiones en el 
dominio de los OR resulta en alteraciones conformacionales que incrementan la susceptibilidad 
a fenómenos de estrés oxidativo, siendo el efecto mayor como mayor sea el número de 
inserciones (Yin et al., 2006).  

A modo de hipótesis, y teniendo en cuenta que la estructura de PrPC, es posible que la proteína 
interaccione con el receptor a través de su dominio globular pero que sea el extremo N-terminal 
flexible el responsable de su activación. De esta manera, la eliminación de los residuos 32-134 
y 32-93 en nuestros mutantes PrP�F35 y PrP�C4, pertenecientes al extremo N-terminal, 
podrían estar influyendo en la activación del receptor pero no impidiendo la interacción.   

 

1.4. La influencia del fondo génico en el fenotipo del ratón Prnp-

knockout 

Como ya se ha ido mencionando durante esta discusión, las estrategias destinadas a conocer 
la función de PrPC in vivo han estado basadas principalmente en el estudio fenotípico de 
modelos experimentales murinos en los que se ha eliminado o inactivado la expresión de Prnp 
(Weissmann and Flechsig, 2003). La falta de alteraciones destacables, tanto a nivel fisiológico 
y anatómico, como durante el desarrollo de los animales Zrch I y Edbg, ha llevado múltiples 
grupos de investigación a establecer hipótesis sobre las posibles funciones de PrPC (Steele et 
al., 2007, Aguzzi et al., 2008a, Chiesa and Harris, 2009, Biasini et al., 2012). Sin embargo, la 
disparidad en los datos fenotípicos publicados al respecto junto con la falta de reproducibilidad 
de algunos de ellos in vitro, sugiere la posible participación de factores no directamente 
derivados de la ausencia de la proteína. A pesar de las grandes ventajas que proporciona el 
uso de ratones transgénicos en la investigación científica, existe la posibilidad de que la 
abundancia de fenotipos atribuidos a la deleción de PrPC (Steele et al., 2007) sea consecuencia 
de aspectos técnicos derivados de la generación de estos modelos (Gerlai, 1996). En la 
mayoría de los casos, estos ratones se mantienen en un fondo génico mixto derivado de las 
células madre embrionarias (ESC) empleadas (normalmente de una de las subcepas 129) y de 
la línea parental (p.e. C57Bl/6 o Balb/c, entre otras), lo que genera una variabilidad genotípica 
que puede llegar a ser responsable de alguno de los fenotipos observados. Además, esta 
variabilidad puede incrementarse durante la manipulación y mantenimiento de estos animales 
en el laboratorio, haciendo cada vez más difícil la reproducibilidad de modelos entre grupos 
independientes. El establecimiento de controles génicos rutinarios ayudaría a solventar el 
problema, sin embargo, prácticamente ninguno de los fenotipos asociados a PrPC se ha 
descrito descartando la posible influencia del fondo génico.  

De los diferentes modelos Prnp-knockout generados (Weissmann and Flechsig, 2003), el ratón 
Edinburgh se mantiene en un fondo puro 129Ola (Manson et al., 1994), pero la dificultad de 
trabajar con esta cepa ha llevado al uso mayoritario del ratón Zurich I (Bueler et al., 1992), de 
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fondo génico mixto C57bl/6-129sv, en algunos casos retrocruzado varias generaciones para 
intentar eliminar el fondo 129. No hay que olvidar, sin embargo, que incluso después de doce 
generaciones de retrocruces el alelo knockout aún está flanqueado con aproximadamente el 
1% del genoma de las ESC originales (Gerlai, 1996). Por otro lado, los experimentos de 
rescate en los que se reintroduce la proteína en el animal knockout para observar una 
reversión fenotípica, tampoco suponen una forma completamente fiable de corroborar la 
función de PrPC. De hecho, esta aproximación ya llevó en su día a asignar erróneamente a esta 
proteína la neurodegeneración observada en el ratón Nagasaki (Sakaguchi et al., 1996), 
cuando en realidad, era resultado de la sobreexpresión de la proteína Dpl (Weissmann and 
Aguzzi, 1999).  

Como consecuencia de todos estos factores, existe cierta confusión que hace que sea difícil 
establecer conclusiones firmes sobre la función de la proteína priónica celular.  

Concretamente a nivel de la asociación de PrPC con la susceptibilidad a agentes 
excitototóxicos, existen considerables resultados contradictorios. Varios grupos independientes, 
entre ellos el nuestro, coinciden en que el animal Prnp-knockout es más susceptible que el 
animal Prnp+/+  al tratamiento con KA, PTZ o pilocarpina, presentando una respuesta epiléptica 
y/o neurotoxicidad incrementada respecto al control (Walz et al., 1999, Rangel et al., 2007, 
Khosravani et al., 2008, Carulla et al., 2011). No obstante, resultados opuestos han sido 
presentados en publicaciones recientes (Ratte et al., 2011, Striebel et al., 2013b). La primera 
de ellas describe una menor actividad epileptogénica en rodajas de hipocampo Prnp0/0 
expuestas a PTZ y bicuculina o a condiciones de ausencia de magnesio, mientras que la 
segunda, presenta un estudio comparativo de la respuesta epiléptica de algunos de los 
diferentes ratones Prnp-knockout utilizados normalmente en el estudio de la función 
neuroprotectora de PrPC (p.e. 129Ola, C57bl/10snJ), dejando evidente la influencia del fondo 
génico en el fenotipo epiléptico y el consecuente uso común de controles erróneos (Striebel et 
al., 2013b). La diferente susceptibilidad a fenómenos excitotóxicos de diferentes cepas de 
ratones ya había sido advertida en los años noventa por Schauwecker y colaboradores, 
destacando una marcada neuroprotección a la excitotoxicidad por glutamato en las cepas 
C57BL/6 y BALB/c en comparación a las cepas 129/sv y FVB/N (Schauwecker and Steward, 
1997).  

El mismo tipo de contrariedades se observan, en paralelo, en estudios electrofisiológicos 
realizados in vivo e in vitro sobre modelos Prnp-knockout, claramente relacionados con 
posibles defectos en la excitabilidad neuronal que desencadenan un episodio epiléptico. 
Mientras unos grupos defienden alteraciones en LTP y AHP en este modelo (Collinge et al., 
1994, Manson et al., 1995), corroboradas por ensayos de rescate (Whittington et al., 1995, 
Asante et al., 2004), otros no observan diferencias significativas respecto al control (Herms et 
al., 1995, Lledo et al., 1996, Calella et al., 2010). Los varios intentos realizados para esclarecer 
este fenotipo han llegado a la conclusión que los resultados obtenidos son altamente 
dependientes de la cepa y edad de los ratones empleados así como de las diferentes 
condiciones experimentales (Curtis et al., 2003, Maglio et al., 2006). 
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Con todas estas evidencias, es muy probable, por lo tanto, que el fondo génico sea 
responsable de parte de la susceptibilidad a estímulos excitotóxicos del ratón Prnp-knockout, 
pero no de su totalidad. No hay que olvidar que este fenotipo epiléptico ha sido corroborado 
mediante otras aproximaciones en las que el fondo génico no juga un papel significativo. Éstas 
incluyen, el desarrollo de un modelo Prnp-knockout in vivo consistente en la deleción transitoria 
del gen homólogo Prp2 en zebrafish, que resulta en un incremento respecto al control wild type 
del comportamiento convulsionante en respuesta a PTZ (Fleisch et al., 2013). Asimismo, los 
datos procedentes de ensayos in vitro también apoyan estas observaciones. Entre ellos 
encontramos el incremento en neurotoxicidad descrito sobre cultivos primarios de hipocampo 
silenciados para PrPC y tratados con KA, presentados en el capítulo II de esta Tesis (Carulla et 
al., 2011), así como la observada por otro grupo tras el tratamiento con NMDA (Khosravani et 
al., 2008).  

En un intento de nuestro por aportar datos complementarios que demuestren que la falta de 
PrPC en el ratón Zurich I, y no solo el fondo génico, participan en la susceptibilidad a KA que 
observamos in vivo, hemos incluido en nuestro experimental los modelos murinos wild type y 
Prnp-knockout de las cepas FVB  y 129Ola. Los resultados preliminares (Figura 21) confirman, 
por un lado, que diferentes cepas de ratones responden de forma diferencial a la 
administración intraperitoneal de una misma dosis de KA (8mg/kg). Los gráficos indican como 
los ratones FVB wild type son mucho más susceptibles que los 129Ola o los C57bl/6-129sv, 
con un promedio de entre 3 y 4 seizures y algún episodio más severo, en forma de blinking. Por 
otro lado, si comparamos el número de episodios epilépticos entre los animales wild type y 
Prnp-knockout de esta misma cepa, podemos observar que ambos muestran un fenotipo 
similar, con tendencia a una mayor afectación del animal wild type. Sin embargo, los resultados 
de la cepa 129Ola reproducen, aunque de forma más discreta, las diferencias en 
susceptibilidad que hemos descrito previamente en los ratones C57bl/6-129sv. Teniendo en 
cuenta que estos ratones provienen de una cepa pura, este fenotipo no puede ser debido a la 
hipotética influencia de los genes flanqueantes de Prnp, lo que reafirma el rol de la proteína 
priónica en la neuroprotección ante la excitotoxicidad por KA. Probablemente, los diferentes 
niveles de susceptibilidad entre cepas sean debidos a diferentes umbrales de afectación, de tal 
manera que cada una requerirá de dosis distintas de KA para poder observar diferencias 
fenotípicas significativas dependientes de PrPC. Es necesario realizar experimentos 
bioquímicos y análisis histológicos complementarios para corroborar estas observaciones. 

Los resultados que hemos obtenido en los ratones 129Ola difieren de lo publicado por Striebel 
y colaboradores, los cuales no observan diferencias significativas entre los animales 129Ola-wt 
y 129Ola-KO. Esto puede ser debido a pequeñas diferencias experimentales o a criterios 
ligeramente distintos a la hora de analizar o cuantificar el comportamiento epiléptico.   

Podemos concluir, por lo tanto, que el trabajo con animales transgénicos requiere el control 
exhaustivo del fondo génico de los animales de estudio para una correcta interpretación de los 
datos, siendo preferente el uso de cepas coisogénicas, idénticas en todos los genes a 
excepción de Prnp. De la misma manera, se hace imprescindible corroborar los resultados 
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obtenidos con otro tipo de aproximaciones in vitro en los que el efecto observado pueda ser 
únicamente consecuencia de la ablación de PrPC. 

 

 

 

 

1.5. Tanto la pérdida de función de PrPC como la ganancia de toxicidad 
de PrPSC contribuyen al desarrollo de la fisiopatología de las EETs 

Los resultados presentados en esta memoria giran principalmente entorno la hipótesis de que 
la reducción de los niveles endógenos de PrPC por transformación de esta proteína en una 
forma anómala patológica (Prusiner, 1982, Tuite and Serio, 2010) puede contribuir a la 
neurotoxicidad observada en las enfermedades causadas por priones. Esta idea se basa 
principalmente en los múltiples procesos fisiológicos en los que parece participar PrPC, sobre 
todo a nivel de neuroprotección, descritos a partir de estudios de pérdida y ganancia de función 
realizados tanto in vitro como in vivo. La hipótesis de pérdida de función, sin embargo, no 
excluye que esta neurotoxicidad pueda ser mediada por PrPSC (Hetz et al., 2003). De hecho, la 
resistencia descrita a la infección por priones así como la ausencia de un fenotipo 
neurodegenerativo destacable en las cepas murinas Zurich I  y Edinburgh hacen evidente que 
la reducción de los niveles de PrPC no puede ser la única responsable (Bueler et al., 1992, 
Bueler et al., 1993). Además, la participación de posibles mecanismos compensatorios durante 
el desarrollo de estos modelos parece haberse descartado al observar la falta de fenotipo 
neurodegenerativo también en un modelo de ablación post-natal de PrPC in vivo (Mallucci et al., 
2002).  

Se ha demostrado también, tanto en modelos animales como en humanos, que la acumulación 
de PrPSC a nivel del SNC está asociada a la activación procesos apoptóticos (Gray et al., 
1999). De la misma manera, el tratamiento con el péptido sintético PrP(106-126), el cual se ha 
visto que reproduce algunas propiedades fisicoquímicas y patogénicas de PrPSC, ha resultado 

Figura 21. Respuesta epiléptica y muerte derivada de la administración de KA en diferentes cepas de 
ratones Prnp-knockout. Número promedio de episodios observados en ratones de fondo génico mixto C57bl/6-
129sv y ratones de fondo FVB y 129Ola coisogénicos, tras la administración intraperitoneal de cuatro inyecciones 
de KA (8mg/kg) a tiempos= 0, 30, 60 y 90 minutos. Los datos representados corresponden a episodios de 
severidad V-VI que incluyen la pérdida de estabilidad acompañada de convulsiones epilépticas (cuantificadas como 
seizures) y los episodios tipo pop-corn (cuantificadas como blinking). Se cuantifica también el número de ratones 
muertos dentro de las tres horas de seguimiento experimental. Los resultados provienen de un mínimo de 2 
experimentos por grupo y de entre 5 y 10 animales por condición. 
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ser neurotóxico en diferentes líneas celulares y cultivos primarios neuronales (Forloni et al., 
1993, Selvaggini et al., 1993, Gavin et al., 2005, Vilches et al., 2013). No obstante, también 
existen indicios de que está neurotoxicidad es, en cierta manera, dependiente de la presencia 
de PrPC (Brown et al., 1994)  

En base a estas evidencias, se podría especular que la pérdida de la función neuroprotectora 
de PrPC podría participar intensificando el efecto neurotóxico mediado por PrPSC, de manera 
que ambos factores serían responsables de la fisiopatología de las EETs.  

 

1.6. PrP como diana de estudio para el tratamiento de las prionopatías y 
otras enfermedades neurodegenerativas 

Durante las últimas dos décadas, se ha progresado enormemente en el conocimiento de la 
naturaleza de los priones, su proceso de transmisión y replicación y su neurotoxicidad. Este 
avance ha llevado a iniciar la búsqueda de una diana terapéutica para el tratamiento de las 
EETs (Colby and Prusiner, 2011). A primera instancia, PrPSC parece ser la diana más lógica. 
Se han realizado múltiples screenings in vitro con el fin de identificar compuestos capaces de 
reducir la carga de PrPSC, ya sea mediante mecanismos que: i) incrementen su eliminación del 
organismo, ii) disminuyan su estabilidad o iii) interfieran en el proceso de conversión (ver 
(Mallucci and Collinge, 2005, Sim and Caughey, 2009) para revisión). Aunque algunas de las 
moléculas resultantes han llegado a mostrar efectos modestos sobre la progresión de la 
enfermedad en modelos animales, ninguna de ellas a resultado en la prevención o cura 
completa.  

Estos resultados ponen en evidencia que reducir la cantidad de PrPSC no es la estrategia más 
efectiva para tratar las prionopatías. Además, se ha observado que los procesos de infección y 
neurodegeneración difieren cronológicamente. La infección por PrPSC se acumula relativamente 
rápido y requiere solamente de una mínima cantidad de PrPC, sin embargo, la 
neurodegeneración que observamos requiere mucho más tiempo y depende directamente de la 
cantidad de PrPC que se expresa en el cerebro. Este hecho apoya, por un lado, la “hipótesis de 
pérdida de función” y apunta, por otro, a la posibilidad de que la unión de PrPC y PrPSC 
desencadene una cascada de señalización neurotóxica independiente de la propagación del 
prion (Hetz et al., 2003).  

La hipótesis de que la función fisiológica de PrPC es importante en la patología priónica ha 
impulsado, por otro lado, estrategias basadas en el silenciamiento de la expresión de PrPC in 
vivo e in vitro o a la identificación de inhibidores farmacológicos de su actividad. A pesar de que 
la participación descrita de PrPC en un gran número de procesos celulares (Lasmezas, 2003, 
Linden et al., 2008) anticipa importantes efectos secundarios, la reducción de sus niveles de 
expresión mediante un vector lentiviral dirigido al hipocampo de ratones infectados ha dado 
lugar a beneficios terapéuticos considerables (White et al., 2008). Otras estrategias en 
desarrollo se basan en la identificación de ligandos de PrPC (Aguzzi et al., 2008a) o posibles 
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moléculas que puedan actuar como chaperonas y estabilizar el plegamiento de PrPC, evitando 
su conversión (Mallucci and Collinge, 2005).     

Considerando el hecho de que el mecanismo de propagación de la enfermedad priónica guarda 
cierta similitud con otras enfermedades neurodegenerativas (Frost and Diamond, 2010, Norrby, 
2011), el desarrollo de estrategias terapéuticas dirigidas a controlar la replicación de los priones 
pueden también ser útiles para tratar estas otras. Concretamente, el plegamiento inapropiado y 
posterior agregación de proteínas que observamos en las prionopatías constituye el 
mecanismo de propagación común dentro de las llamadas enfermedades amiloides (Eisenberg 
and Jucker, 2012), que se caracterizan por la agregación de proteínas concretas según la 
patología (Tabla 6).  

A modo de ejemplo, fibras amiloides de PrPC inerte forman placas características en algunas 
prionopatías, mientras que fibras compuestas por el péptido A� forman placas en la 
enfermedad de Alzheimer (AD) (Meyer-Luehmann et al., 2006, Aguzzi and Gitler, 2013). 
Además, filamentos helicoidales compuestos de tau hiperfosforilado forma ovillos fibrilares en 
la AD o agregados filamentosos en otras taupatías (Clavaguera et al., 2009). Por otro lado, la 
�-sinucleína se enriquece en láminas beta antes de polimerizar en fibras amiloides que forman 
los cuerpos de Lewy, presentes en algunos tipos de demencia (Fujiwara et al., 2002).  

 

 

 

 

 

 

 

Además, existen evidencias recientes de una participación de PrPC en los defectos sinápticos 
presentes en la enfermedad de Alzheimer, proponiéndose como un posible receptor de los 
oligómeros A� (Gavin et al., 2008, Lauren et al., 2009, Gavin et al., 2010). Esta asociación ha 
sido recientemente confirmada por Um JW y colaboradores, que describen como los complejos 
A�-PrPC producen alteraciones en la función neuronal por activación de mGluR5 (Um et al., 
2013). 

 

1.7. Próximos pasos en el estudio de PrPC 

A pesar del enorme esfuerzo que se está realizando para ampliar la información existente 
sobre enfermedades causada por priones, queda aún mucho camino por recorrer. El trabajo 
presentado en esta Tesis Doctoral supone un intento más de esclarecer la función fisiológica 

Tabla 6. Mecanismo de agregación proteica en 
enfermedades amiloides.  Modificado de (Norrby, 
2011). 
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de PrPC y su posible implicación en el proceso fisiopatológico de las EETs. Sin embargo, los 
nuevos datos presentados hacen plantearnos nuevos interrogantes.  

Por un lado, hemos descrito como PrPC regula algunos aspectos de la proliferación y la 
diferenciación neuronal durante del desarrollo y en la edad adulta (Steele et al., 2006), con un 
rol específico sobre el ciclo celular y la neuritogénesis (Llorens et al., 2013a). No obstante sigue 
existiendo mucha controversia al respecto derivada de la especificidad celular y temporal con la 
que PrPC regula estos procesos. Por otro lado, hemos descrito una modulación de PrPC sobre 
la subunidad GluR6/7 de los receptores de KA (Carulla et al., 2011), con influencia a nivel de la 
señalización intracelular de muerte por excitotoxicidad (Llorens and Del Rio, 2012), y con 
posible participación de la región de los OR (Figura 20). Esta información puede ser muy útil 
para entender patologías sinápticas como la epilepsia (Walz et al., 2002), pero seguimos 
requiriendo más información al respecto, por ejemplo, sobre cómo se puede llevar a cabo esta 
interacción. PrPC podría estar influenciando la unión del agonista, favoreciendo el estado 
cerrado del canal o incluso interfiriendo negativamente en la transducción de la señales a 
través de la formación de un complejo regulador (Steele, 2008).  

También queda mucho por descubrir respecto a la interacción de PrPC con otro tipo de 
receptores de glutamato. Sí se ha observado la regulación de receptores AMPA (Watt et al., 
2012), KA (Rangel et al., 2009), NMDA (Khosravani et al., 2008, Fleisch et al., 2013) y también 
mGluRs (Beraldo et al., 2011) por PrPC pero únicamente se ha demostrado su interacción con 
las subunidades GluR1 y GluR2 (Watt NT, 2012) o la subunidad NR2D de los receptores 
NMDA (Khosravani et al., 2008) a partir de experimentos de recaptación de Zn y de 
excitotoxicidad por NMDA, respectivamente.  

Por otro lado, el desarrollo in vitro de construcciones mutantes para PrPC así como la 
generación de animales transgénicos Prnp-knockout o que expresan formas truncadas de la 
proteína constituyen una amplia herramienta de investigación aún por explotar. A día de hoy ya 
está ayudando a identificar los dominios funcionales y los mecanismos de interacción entre 
PrPC y sus múltiples ligandos descritos, pero también entre PrPC y PrPSC (Shmerling et al., 
1998, Baumann et al., 2009). Quizás sea a partir de estos estudios que se pueda encontrar una 
diana más específica dirigida a evitar la conversión de PrPC a su forma patógena. Sin embargo, 
hay que ser precavidos con el uso de estos modelos, descartando siempre la posible influencia 
del fondo génico en los resultados obtenidos.  

Finalmente, cabe subrayar que los análisis de high-throughput proporcionan una enorme fuente 
de información útil para el estudio de la función fisiológica de PrPC. Sin embargo, aún existe 
cierta dificultad en su interpretación, que ha sido motivo, en más de una ocasión, de resultados 
contradictorios y de falta de reproducibilidad experimental (Llorens et al., 2013b). Este hecho es 
especialmente importante en modelos en los que se ha observado una regulación génica 
moderada, en los que se regulan genes con bajos niveles de expresión o en los que existe una 
dificultad de validación, ya sea por falta de significancia en los datos de genómica funcional o 
por ausencia de datos funcionales asociados. Es por este motivo que, en la presente tesis, se 
ha optado por la validación de los datos obtenidos mediante métodos cuantitativos de 
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expresión génica complementarios (p.e. RTqPCR) y también mediante diversas 
aproximaciones funcionales.  

Seguir trabajando en cada uno de estos aspectos planteados permitirá avanzar en el 
conocimiento de estas partículas proteicas denominadas “priones”. 
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1. La modulación transitoria de los niveles de PrPC en células Neuro2a produce la 
regulación de genes principalmente involucrados en procesos de ciclo celular y 
proliferación. 

 
2. La sobreexpresión de PrPC produce un incremento en los niveles proliferativos de células 

Neuro2a, tanto en cultivos asincrónicos como tras estimulación con suero o EGF. 
Contrariamente, el silenciamiento de PrPC produce una parada en fase G1 del ciclo 
celular. 

 
3. Los cambios proliferativos dependientes de PrPC van acompañados de alteraciones en la 

cinética de activación de las vías de señalización de ERK1/2 y AKT.  
 
4. PrPC modula la señalización intracelular y la proliferación a través de su interacción con el 

receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), en los rafts lipídicos. 
 

5. La sobreexpresión de PrPC en células Neuro2a produce un incremento significativo en la 
formación de filopodios por su acción sobre la dinámica del citoesqueleto de actina a 
través de la vía AKT-Cdc42-N-WASP. 

 
6. PrPC participa en el mantenimiento de la función sináptica mediante la regulación de la 

excitabilidad neuronal. Su ausencia produce un incremento en la susceptibilidad a kainato 
(KA).  

 
7. Tanto la deleción de JNK3 como su inhibición farmacológica in vivo e in vitro revierte el 

fenotipo epiléptico y la neurotoxidad celular observada tras el tratamiento con KA en un 
fondo génico Prnp-knockout.  

 
8. PrPC ejerce su papel neuroprotector, a nivel postsináptico, a través de su interacción con 

la subunidad GluR6/7 de los receptores de kainato y PSD-95, evitando la formación del 
complejo trimérico GluR6/7-PSD-95-MLK3 y la consecuente activación de la vía JNK3 de 
muerte celular. 
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INFORME DEL FACTOR DE IMPACTO 

 

Por la presente, hago constar el Factor de Impacto correspondiente a las revistas donde se han 
publicado los artículos científicos que conforman la Tesis Doctoral presentada por Patricia 
Carulla Martí. 

� Journal of Neurochemistry: 3.973 

� Molecular Biology of the Cell: 4.604 
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INFORME DE PARTICIPACIÓN 

 

El Dr. José Antonio del Río Fernández y el Dr. Franc Llorens Torres, director y codirector 
respectivamente de la Tesis Doctoral “La proteína priónica celular: análisis de su función 
neuroprotectora y reguladora del ciclo celular”, elaborada por Patricia Carulla Martí, 
informan que la participación de la doctoranda en los artículos científicos que conforman dicha 
tesis ha sido la siguiente:  

En el artículo titulado “PrPC regulates epidermal growth factor receptor function and cell 
shape dynamics in Neuro2a cells”, publicado en la revista Journal of Neurochemistry, la 
doctoranda ha participado en el diseño de los experimentos y es la principal responsable del 
desarrollo de los mismos. 

En� el artículo titulado “Neuroprotective role of PrPC against kainate-induced epileptic 

seizures and cell death depends on the modulation of JNK3 activation by GluR6/7–PSD-
95 binding”�publicado en la revista Molecular Biology of the Cell, la doctoranda ha participado 

en el diseño de los experimentos y es la principal responsable del desarrollo de los mismos. 
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